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SOMMAIRE
La fertilisation des sols avec des boues residuaires est une solution de plus en plus envisagee
comme mode de gestion de ce residu. Toutefois, les differents composes que 1'on retrouve dans
les boues pourraient perturber de fa9on considerable la microflore du sol et 1'ensemble de cet
ecosysteme. La majeure partie de ces travaux visait done a evaluer les impacts que peut
representer une valorisation agricole de boues residuaires sur la microflore du sol ainsi qu'a
developper une methode de detection microbienne valable, aussi bien pour des sols non amendes
que pour des sols fertilises avec des boues d'epuration. L'autre partie des travaux consistait a
differencier des souches appartenant aux especes S. scabies et S. caviscabies, deux des
principaux agents causals de la gale commune de la pomme de terre.
Pour 1'evaluation des impacts causes par des epandages de boues residuaires, trois populations
bacteriennes furent etudiees. La premiere d'entre elles est la population de bacteries totales, dont
les decomptes ont ete effectues sur Ie milieu «Nutrient Agar» (NA) a partir d'echantillons de sols
amendes differemment et a petite echelle en laboratoire. Ces decomptes bacteriens ont demontre
que, lorsque des valorisations equivalentes a la dose quebecoise de fertilisation maximale etaient
effectuees, cela entrainait une augmentation significative et considerable du nombre de bacteries
dans Ie sol. De plus, dans ces cas, un delai superieur a six mois etait requis pour que la
concentration bacterienne redevienne la meme que celle d'un sol n'ayant pas re9u de boues. En
second lieu, nous avons denombre les populations de bacteries resistantes a certains metaux
lourds. Ces denombrements ont ete realises grace a sept milieux selectifs confectionnes a partir
de NA supplemente avec un sel de metal lourd, sur des echantillons de cinq terres agricoles
fertilisees a differents temps sur une periode de cinq ans. Les resultats ont permis de constater
que les valorisations a 1'etude n'ont provoque aucune augmentation des populations bacteriennes
du sol resistantes au cadmium, au cobalt, au cuivre, au molybdene, au nickel, au selenium et au
zinc. Ce sont les coliformes qui representaient la troisieme population bacterienne etudiee pour
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cette evaluation des impacts des boues d'epuration sur la microflore des sols. Ce suivi a mene
a la conclusion qu'une valorisation pourrait representer des risques pour la contamination des
sols et pour la sante humaine, puisque des coliformes etaient toujours presents en concentration
superieure a 500 cellules/gramme de sol, dans des terreaux amendes a petite echelle en
laboratoire. Ces terreaux avaient re9u la quantite de boues maximale permise par les normes
quebecoises et ce, meme six mois apres que les amendements aient ete effectues. Ces donnees
ont pu etre recueillies a 1'aide de la methode de detection microbienne mise au point dans ces
travaux. En effet, les amorces UAL-754 et UAR-900 ont permis de demontrer que la methode
developpee ici peut detecter des microorganismes d'une fagon simple, rapide et reproductible,
lorsque 1'ADN cible leur etant specifique est presente en concentration superieure ou egale a 500
sequences par gramme de sol. Cette methode, permettant 1'analyse de plusieurs echantillons a
la fois, se revele done suffisamment efficace et sensible pour servir d'outil de detection
microbienne dans des echantillons environnementaux comme les sols, qu'ils soient amendes ou
non avec des boues residuaires. La methode de detection comprend une extraction et une
purification de 1'ADN des microorganismes du sol, suivies d'une amplification par «Polymerase
Chain Reaction» (PCR) des sequences d'ADN specifiques presentes dans 1'echantillon. Les
deux protocoles d'extraction suggeres sont ceux qui se sont montres les plus efficaces parmi les
cinq techniques etudiees, soit Ie protocole de Tsai et Olson (1991) et celui de Trevors et al.
(1992). Le processus de purification qui a permis de rendre les extraits d'ADN provenant de sols
amendes par des boues residuaires suffisamment exempts de substances contaminantes pour
mener a des detections sensibles et fiables, est la combinaison phenol/chloroforme, Sephadex
G-200 ainsi que Chelex-100. Dans Ie cas des echantillons provenant de sols n'ayant pas re9u de
boues, la purification sur Chelex-100 n'est toutefois pas necessaire.
Finalement, la demiere partie de ces travaux, qui portait sur la detection et la differenciation
d'especes de Streptomyces, a confirme que les souches de S. caviscabies forment un groupe
taxonomique homologue et genetiquement different de 5'. scabies. B a egalement pu etre
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demontre que la PCR et la paire d'amorces MSTM constituent un outil taxonomique simple,
rapide et efficace pouvant distinguer les souches de ces deux especes bacteriennes. Toutefois,
les resultats ont aussi permis de constater que les deux paires d'amorces pA/pH' et MSTM-
1L/MSTM-2C n'etaient pas suffisamment specifiques pour effectuer des detections fiables de
bacteries du genre Streptomyces dans des echantillons de sol.
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Composes chimiques, tampons et milieux




ATP : adenosine triphosphate
BPC : biphenyle polychlore
CsCl: chlorure de cesium
DMSO : dimethyle sulf oxide
DNAse: desoxyribonuclease
dNTPs : desoxyribonucleotides triphosphates (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
EDTA : acide ethylenediaminetetraacetique
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D.O. : densite optique
ELISA : «Enzyme-Linked limmunosorbent Assay»
MENVIQ : Ministere de 1'environnement du Quebec
MPN : nombre Ie plus probable («Most Probable Number»)
m.s. : matieres solides
PCR : reaction de polymerisation en chaine («Polymerase Chain Reaction»)
pH : potentiel hydrogene
rpm : revolution par minute
sp.: espece
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INTRODUCTION
La terre, quoique d'apparence inerte, est un milieu de vie tres riche qui renferme une multitude
de microorganismes. Les nombreuses activites biologiques effectuees par la microflore du sol
ont ouvert la porte a plusieurs recherches portant sur cet ecosysteme. L'importance de la
microflore des sols n'est plus a prouver : nous n'avons qu'a penser aux travaux majeurs de
biodegradation et de recyclage effectues par les microorganismes du sol. En effet, directement
ou indirectement, tous les restes de la majorite des organismes morts se retrouvent en surface ou
enfouis dans Ie sol et, par la suite, ils disparaissent, transformes en €03 et en differentes matieres
formant Ie sol. Cette degradation est accomplie par les microorganismes qui font la conversion
des substrats organiques en matieres inorganiques et en microelements, et ceux-ci constituent
Ie materiel nutritif des vegetaux aux premiers maillons de la chaine alimentaire. Cette operation
n'est, nous Ie verrons plus loin, qu'un exemple des activites accomplies par la microflore du sol.
Par consequent, 1'ecosysteme microbien du soljoue un role de dans Ie soutien de la faune et de
la flore de la biosphere, dans la sante publique et dans notre qualite environnementale globale,
done dans Ie maintien de la vie sur terre (Atlas et Bartha, 1993; Pelczar et al., 1986).
Le sol et son ecosysteme microbien
Les caracteristiques du sol
Le sol, qui a souvent ete defini comme etant la partie de la croute terrestre ou la geologie et la
biologie se rencontrent, est un milieu heterogene et tres complexe qui est compose de trois
phases principales : solide, liquide et gazeuse. Ce sont ces trois phases qui, arrangees
variablement ensemble au point de vue microscopique et macroscopique, constituent plusieurs
centaines de types de sols (Campbell, 1983). La phase solide du sol est formee par Ie traitement
physique, chimique et biologique des roches et des differentes petites particules, des composes
mineraux et des matieres organiques (humus) provenant de la decomposition des animaux et des
vegetaux (Campbell, 1983). La constitution des differents types de sols, qui sont categorises de
plusieurs fa9ons, est influencee par plusieurs variables telles : Ie contenu en eau, la temperature,
Ie pH, la profondeur du sol, 1'aeration, la luminosite, 1'activite humaine, les vegetaux qui y
poussent et les communautes microbiennes qui y vivent (Campbell, 1983).
La microflore du sol
Les differents facteurs affectant la composition des sols influencent egalement les populations
microbiennes qui y vivent. Effectivement, aux grandes differences dans la composition des sols
correspondent les nombreuses differences dans les communautes microbiennes qu'ils
contiennent, tant au point de vue du total d'individus que de la diversite des populations
presentes (Pelczar et al., 1986). Le sol, souvent considere comme Ie milieu microbiologique Ie
plus complexe (Metting, 1985; Stotzky, 1972), est un milieu favorable au developpement de
plusieurs populations microbiennes. D'ailleurs, tres peu d'environnements offrent une aussi
grande variete de microorganismes que Ie sol (Pelczar, 1986). Considerons tout d'abord les
quelques chiffres mis en relief au tableau 1. Us peuvent nous donner une idee de 1'importance
de la communaute microbienne du sol : un gramme (poids sec) de sol contient generalement
plusieurs millions de bacteries, des centaines de milliers de champignons et des dizaines de
milliers de protozoaires et d'algues microscopiques (Campbell, 1983). Meme si ces donnees
peuvent varier considerablement d'un type de sol a un autre, la biomasse des microorganismes
reste toujours de beaucoup superieure a celle des autres organismes du sol. Cependant, la
biomasse microbienne du sol sera toujours infime par rapport a celle des vegetaux qui y poussent
(Campbell, 1983).
Comme I'illustre Ie tableau 1, la population bacterienne du sol excede la population de tous les
autres groupes de microorganismes, et ce, en nombre et en variete (Pelczar et al., 1986). La
Tableau 1. Nombres relatifs et biomasses approximatives cTorganismes de la microflore





































Sources : Alexander, 1977; Brady, 1984; Lynch, 1988.
Surtout des arthropodes (insects et crustaces), des ascaris et des mollusques.
raison en est qu'il est possible de trouver dans Ie sol une grande variete de nutriments et de
conditions de croissance necessaires au support de plusieurs populations bactenennes. On peut
en effet y retrouver plusieurs types de bacteries presentant des caracteristiques assez opposees,
telles des mesophiles, des thermophiles et des psychrophiles, ou des aerobies, des microaerobies
et des anaerobies facultatives et strictes, ou encore des acidophiles et des alcalinophiles (Atlas
et Bartha, 1993; Pelczar et al., 1986). Par consequent, plusieurs genres bacteriens sont
omnipresents dans Ie sol (Gray et Parkinson, 1968) ou la population de bactenes Gram negatives
predomine sur celle des bacteries Gram positives (Atlas et Bartha, 1993). Les genres qu'on
retrouve couramment incluent : Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter,
Bacillus, Brevibacterium, Caulobacter, Cellulomonas, Clostridium, Corynebacterium,
Flavobacterium, Micrococcus, Mycobacterium, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus
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et Xanthomonas (les genres bacteriens aerobies et anaerobies facultatifs les plus representes dans
Ie sol sont enumeres au Tableau 2) . De plus, les actinomycetes, surtout ceux des genres
Streptomyces et Nocardia, peuvent representer a eux seuls de 10% a 33% de la communaute
bacterienne totale (Alexander, 1977; Campbell, 1983; Hattori et Hattori, 1976) et avoir une
biomasse aussi importante que 1'ensemble des autres bacteries du sol (Tableau 1).
Tableau 2. Proportions relatives des genres bacteriens aerobies et anaerobies facultatifs
couramment retrouves dans Ie sol.












Source : Alexander, 1977.
Le deuxieme groupe de microorganismes Ie plus represente dans Ie sol est celui des champignons
(Domsch et al., 1980; Gilman, 1945). En effet, plusieurs especes de champignons habitent en
surface du sol et leur biomasse peut etre egale ou meme superieure a celle des bacteries dans
certains sols (Metting, 1993). Ensuite, viennent par ordre decroissant d'importance les algues
microscopiques et les protozoaires qui sont, dans Ie sol, en diversite beaucoup moins importante
que dans les milieux aquatiques (Atlas et Bartha, 1993). Ce sont done tous ces microorganismes
de la flore microbienne en association avec la matiere physique du sol et ses caracteristiques qui
forment 1'entite de 1'ecosysteme microbien du sol (Pelczar et al., 1986).
Les interactions microbiennes
A 1'interieur de 1'ecosysteme du sol, les populations de microorganismes coexistent souvent en
association, ou en interaction les unes avec les autres, pour former une communaute microbienne
ou chaque population contribue a sa maintenance. Certaines de ces associations sont
indifferentes ou neutres comme Ie neutralisme, certaines benefiques ou positives comme Ie
mutualisme (symbiose), la protocooperation (synergisme) et Ie commensalisme, et d'autres sont
negatives comme 1'antagonisme, 1'amensalisme, la competition, Ie parasitisme et la predation
(Atlas etBartha, 1993; Campbell, 1983; Metting, 1993; Pelczar etal., 1986). Les interactions
qui ont lieu entre des microorganismes specifiques n'impliquent pas seulement les
microorganismes de 1'interaction, rnais aussi plusieurs autres microorganismes du sol et les
vegetaux qui y vi vent (Bolton et al., 1993). En effet, les interactions microbiennes peuvent, par
exemple, mener a la synthese de composes qui, une fois rejetes dans Ie sol, peuvent exercer une
influence sur d'autres microorganismes ou sur des organismes superieurs du sol.
Les roles et les fonctions des microorganismes du sol
Les nombreuses interactions et activites microbiennes impliquent une pleiade de mecanismes
metaboliques et d'operations effectuees par les microorganismes du sol, qui font de ceux-ci des
agents d'une importance capitale dans Ie bon fonctionnement de cet ecosysteme. Effectivement,
bon nombre d'individus de la microflore du sol jouent des roles a des niveaux geologiques,
chimiques et surtout biologiques de 1'ecosysteme. Nous n'avons qu'a penser au processus de
mineralisation mentionne plus tot, qui est la conversion microbienne de composes organiques
complexes en composes inorganiques simples. Cette conversion fournit en continuite des
elements essentiels qui sont les nutriments des plantes, de certains animaux et, par consequent,
des humains (Pelczar et al., 1986). Done, les microorganismes du soljouent un role essentiel
dans Ie processus cyclique de la reutilisation des elements et aident au maintien de la vie sur la
terre. De plus, beaucoup d'autres taches importantes accomplies par les microorganismes du sol
au niveau de la degradation, du recyclage et de la transformation, peuvent etre citees en exemple.
L'une d'entre elles est certainement la modification et la synthese biochimique de 1'azote et des
differents composes azotes lors du cycle de 1'azote, effectue entre autres par Pseudomonas,
Nitrobacter et Nitrosomonas (Pelczar et al., 1986). D y a aussi la fixation de 1'azote symbiotique
et non symbiotique, qui est une etape importante de ce cycle sous la responsabilite de plusieurs
bacteries dont: Rhizobium, Bradyrhizubium, Clostridium etAzotobacter (Atlas et Bartha, 1993;
Pelczar et al., 1986). Un autre processus majeur dans lequel interviennent les microorganismes
du sol est Ie cycle du carbone. Le cycle du carbone, auquel participent etroitement les algues,
les bacteries et les champignons du sol (Pelczar et at, 1986), est Ie plus important precede de
conversion de la biosphere (Bolton et al., 1993), car Ie carbone est Ie constituant principal des
organismes vivants. En troisieme lieu, Ie soufre, comme 1'azote et Ie carbone, passe a travers
un cycle de transformation opere par des organismes de la microflore du sol comme Thiobacillus
et Desulfotomaculum (Pelczar et al., 1986).
Ces trois cycles dominants de notre biosphere ne sont qu'une partie des elements et de leurs
composes qui sont sujets a 1'assimilation et a la dissimiladon par les microorganismes du sol.
L'activite metabolique de ces organismes transforme biochimiquement et solubilise plusieurs
autres elements comme Ie calcium, Ie phosphore, Ie potassium, Ie fer, 1'aluminium, Ie
manganese, Ie silicone, etc. (Atlas et Bartha, 1993; Campbell, 1983; Pelczar et al., 1986). De
plus, ces organismes recyclent d'importants polymeres tels la cellulose, la lignine et la chitine
(Flanagan, 1978), et Us peuvent meme biodegrader des herbicides et des pesticides comme Ie
pentachlorophenol (PCP) (Edgehill et Finn, 1983; Pelczar et al., 1986). Les microorganismes
du sol constituent done la plaque tournante du bon fonctionnement et de la productivite du sol
car, en plus de jouer Ie role de producteur primaire de 1'ecosysteme, plusieurs de ces
microorganismes effectuent des interactions fondamentales avec des organismes superieurs. De
plus, beaucoup de ces microorganismes du sol possedent des caracteristiques des plus
interessantes pour la recherche fondamentale et appliquee ainsi que pour les multiples avenues
de la biotechnologie.
La diversite et la stabilite de la communaute microbienne du sol
Tout cet assemblage des populations de la microflore du sol constitue une communaute
microbienne qui s'est developpee au fil du temps. La communaute occupe, dans la hierarchie
ecologique, la plus haute marche des unites biologiques d'un ecosysteme (Atlas et Bartha, 1993).
A travers la succession imposee par la selection naturelle qui, chez les microorganismes,
s'effectue a un rythme eleve, les populations de 1'ecosysteme du sol ont evoluejusqu'a atteindre
une certaine stabilite dans la communaute microbienne, alors nommee climax (Atlas, 1986). La
maturite d'une communaute stable sera Ie reflet de sa product! vite et de sa diversite (Atlas et
Bartha, 1993), qui dent compte du nombre, de la distribution et de 1'abondance relative des
especes microbiennes en relation avec leur milieu environnemental speciflque (Atlas, 1986). En
effet, plus on retrouve de populations microbiennes dans la communaute, c'est-a-dire plus la
diversite microbienne est grande, plus il y aura d'activites et de relations inter especes dans Ie
sol. Dite riche, cette communaute sera tres stable, car elle aura une production primaire faible
(Atlas et Bartha, 1993), c'est-^-dire qu'elle necessitera un apport energetique moindre pour
maintenir sa structure. Egalement, en plus de permettre plus d'associations de qualite entre les
especes, celle-ci sera moins affectee qu'une communaute pauvre par la disparition soudaine de
1'une de ses especes microbiennes (Atlas et Bartha, 1993). Done, la diversite microbienne se
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revele un parametre intimement relie a la stabilite de la communaute qui, si instable, pourrait
subir des changements draconiens (Atlas, 1986). Effectivement, quoique normalement haute,
la diversite microbienne du sol, sous diverses conditions de stress, peut se deteriorer et se
retrouver tres basse, influengant du meme coup tout 1'ecosysteme du sol (Atlas et Bartha, 1993).
Les stress environnementaux, provenant de plusieurs origines, peuvent amener des changements
majeurs des conditions geochimiques du sol, comme des fluctuations severes de pH. Ces
nouvelles conditions pourraient alors produire des effets nefastes sur les microorganismes
pouvant mener a 1'inactivation d'activites microbiennes importantes ou a la disparition de
certaines populations du sol. Cette destabilisation risque de conduire a une diminution de la
diversite de la communaute microbienne du sol, a une baisse de qualite de certaines interactions
microbiennes et a Pempechement de fonctions effectuees par les microorganismes. Cette
situation peut des lors engendrer un appauvrissement du sol, occasionnant des impacts nefastes
sur la vie des organismes superieurs en relation avec ce sol. Une des causes frequentes de stress
environnemental est Ie deversement de differents produits sur Ie sol renfermant des elements
perturbateurs. Ces produits, qui sont d'origine naturelle ou synthetises chimiquement, peuvent
se retrouver sur Ie sol suite a un accident ecologique, ou encore etre deverses sur Ie sol
volontairement pour differentes raisons. En effet, Us peuvent etre des engrais, des herbicides,
des pesticides, etc., mais ils peuvent aussi se presenter sous forme de residus ou de dechets de
differentes sources. Un exemple dont on entend de plus en plus parler et qui retient notre
attention, est Ie cas des boues provenant du traitement des eaux usees municipales.
Effectivement, 1'epandage de ces boues sur des champs est une avenue de plus en plus envisagee
car, en plus d'apporter une solution economiquement avantageuse necessitant des couts moindres
que d'autres modes de gestion, les boues constituent un fertilisant au potentiel interessant.
Cependant, ces epandages de boues peuvent aussi constituer un element perturbateur qui pourrait
engendrer un stress environnemental sur les microorganismes du sol.
Les boues residuaires provenant du traitement des eaux usees
La situation du traitement des eaux au Quebec
Les boues provenant des usines d'epuration municipales sont Ie resultat de 1'assainissement des
eaux, par lequel on vise a debarrasser les eaux usees des polluants chimiques et biologiques,
comme les matieres organiques, les solides en suspension, Ie phosphate et les microorganismes,
avant de les rejeter dans 1'environnement (MENVIQ, 1990). Au Quebec, Ie programme
d'assainissement des eaux (P.A.E.Q.), qui a ete mis en place en 1978, a permis 1'installation d'un
systeme de traitement des eaux usees dans plus de 800 municipalites sur un total de 1478
(Vasseur et ai, 1994). En 1991, Ie pourcentage de la population desservie par un reseau
municipal d'assainissement des eaux etait de 37% (MENVIQ, 1992) et on prevoit que d'ici peu,
les eaux usees de 85% des Quebecois devraient recevoir un traitement d'assainissement
(Couillard, 1988; Gouvernement du Canada, 1991). Consequemment a Faugmentation de la
proportion d'eaux usees traitees, la production de boues residuaires s'est accrue
considerablement ces demieres annees, et la quantite de boues produites annuellement d'ici 1'an
2000 devrait atteindre 200000 tonnes metriques (matieres seches) au Quebec (Grenier, 1989),
et 15 millions de tonnes metriques (m.s.) aux Etats-Unis (USEPA, 1989). L'identification d'une
solution durable pour la gestion de ces enormes quantites de boues constitue done un defi de
taille.
La composition des boues d'epuration
H existe plusieurs types de traitement des eaux usees au Quebec qui vanent selon leur efficacite,
leur procedure et leur cout. La quantite des boues produites ainsi que leur composition depend
de ces traitements que 1'on fait subir aux eaux usees (Vasseur et al., 1994). La composition des
boues peut aussi etre influencee par la part respective des apports en eau de sources domestiques,
industrielles, commerciales et de ruissellement urbain (Couillard, 1989). En general, on retrouve
toujours les memes elements dans les boues; ce ne sont que les concentrations qui varient.
Comme 1'un des objectifs poursuivis par 1'assainissement des eaux est de reduire leur charge en
matieres organiques, il va de soi que ces substances composent en bonne partie les boues
residuaires issues du traitement. En effet, Ie carbone dent la plus grande partie de la portion
solide des boues, soit de 30% a 35% (Couillard, 1989; MENVIQ, 1991a; Sommers, 1977).
L'azote et Ie phosphore constituent de 1% a 5% de la teneur en matieres seches des boues
(Couillard, 1989; MENVIQ, 1991a; Sommers, 1977). Les boues contiennent aussi des cations
echangeables et d'autres oligo-elements, mais elles sont generalement pauvres en potassium
(moins de 1%) CWeetman et al., 1993). Leur teneur en calcium, elle, varie entre 1% et 2%, mais
peut atteindrejusqu'a 25% de la teneur en matiere seche pour les boues ayant subi un traitement
a la chaux (Couillard, 1989)). Du magnesium, du sodium et des contaminants inorganiques
comme des metaux lourds (Cd, Co, Cu, Mo, Ni, Pb, Hg, Al, Cr, Se, Zn, etc.) font egalement
partie des constituants des boues, et ce, en concentration generalement inferieure a 1% du poids
sec(Chang^^., 1984).
Les boues residuaires peuvent contenir des produits qui ont ete rajoutes a 1'usine d'epuration,
comme des coagulants (de 1'alun : Al2(S04)3 et du chlorure femque : Fed 3) ou des agents
epaississants (polymeres). Parmi d'autres produits polluants contenus dans les boues, on peut
retrouver les composes organiques de synthese tels les biphenyles polychlores (BPC), les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), les phenols, les phtalates, les dioxines, les
furanes, etc. (Couillard, 1989). Cependant, on connaTt tres mal la nature et la quantite des
substances synthetiques presentes dans les boues, entre autres a cause de la multitude de
composes organiques qui existent (Couillard et al., 1993; Couillard et Grenier, 1990).
Finalement, de nombreux microorganismes sont presents dans les boues residuaires.
Effectivement, non seulement une bonne proportion de la biomasse ayant servi a la degradation
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et a la stabilisation des matieres solides s'y retrouve (Tchobanoglous et Schroeder, 1987), mais
on note aussi une grande contamination biologique due a des intrants d'origine fecale. En effet,
ces intrants peuvent contenir divers organismes pathogenes, que ce soient des virus, des
bacteries, des protozoaires ou meme des helminthes. La presence de ces organismes depend en
grande partie des traitements subis par les boues; Ie chaulage et 1'exposition a des temperatures
elevees (pasteurisation) sont consideres comme les moyens les plus efficaces pour detruire ces
agents pathogenes (MENVIQ, 199 Ib). Les organismes pathogenes les plus souvent recenses
dans les boues sont les virus et les bacteries enteriques (coliformes) (Payment, 1993; Straub et
al., 1993), les protozoaires des genres Giardia, Entamoeba et Toxoplasma (Hays, 1977; Pahren
et al., 1979), ainsi que les vers Ascaris sp., Taenia sp., Toxocara sp. et Trichuris sp. (Burge et
Marsh, 1978; Pahren etal., 1979).
Les modes de gestion des boues (Tepuration
L'identification d'une methode de disposition ou d'utilisation de ces grandes quantites de boues
est, comme mentionne ci-haut, un probleme majeur auquel font face les stations d'epuration.
En effet, les gestionnaires de ce secteur d'activite, qui represente 50% des couts de
fonctionnement d'une station d'epuration (Couillard, 1988; Grenier, 1989; Lester et al., 1983),
doivent tenir compte de plusieurs parametres et contraintes avant de selectionner Ie mode ideal
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de gestion de leurs boues. A 1'heure actuelle, il y a plusieurs fa9ons de disposer des boues
residuaires comme : Ie compostage (Diaz etal., 1993; Diaz-Burgos etal., 1993), la revalorisation
de sites miniers ou de carrieres (Sopper, 1993), leur utilisation dans certains materiaux de
construction ou dans des supplements alimentaires, etc. (Bastian, 1986; Bowen et al., 1991;
Ohshima et Masuta, 1991). Cependant, les methodes les plus utilisees au Quebec sont
V incineration (conversion thermique) (environ 80%), 1'enfouissement (environ 13%) et la
valorisation (environ 7%) (Couillard et Mercier, 1991; MENVIQ et Ministere de la Faune du
Quebec, 1995).
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La valorisation des boues cTepuration : les avantages et les inconvenients
Parce que 1'incineration et 1'enfouissement sont des options tres couteuses et polluantes pour
1'environnement (Anderson, 1983; Beauchemin et al., 1993; Couillard, 1989; Grenier, 1989;
Hamilton et al., 1984; MENVIQ, 1991a, 1991b; Vasseur et al., 1994), de plus en plus d'usines
se toument vers la valorisation, qui est une meilleure solution au point de vue de 1'economie, du
rejet de polluants et de la conservation des ressources (Villeneuve et Poniewiera, 1992; Vandal,
1995). D'autres avantages a utiliser la valorisation des boues cTepuration consistent notamment
en 1'exploitation des proprietes fertilisantes et du potentiel d'amendement des matieres
organiques et du calcaire contenus dans les boues, pour en faire une ressource naturelle
renouvelable, en agriculture surtout, mais aussi en foresterie ou dans les pepinieres. En effet, il
a ete demontre en milieu agricole que les boues, en plus de rendre les sols moins fragiles a
1'erosion, constituent un bon fertilisant (Bole et Bell, 1978; Grenier, 1989; Hamilton et at, 1984;
MENVIQ, 1991a) parce qu'elles sont riches en elements nutritifs (carbone, azote, phosphore)
recycles et liberes lentement par la microflore (Brockway, 1988; Couillard, 1989; Grenier, 1989;
Hamilton et al., 1984; Pan- et Hornick, 1993). Done, la valeur fertilisante et les proprietes
d'amendement organique des boues nous amenent a ne plus les considerer comme un residu
encombrant, mais bien comme une matiere recyclable, ce qui va de pair avec la politique de
conservation des ressources (Couillard, 1988; Couillard etal., 1993; MENVIQ, 1991a).
Malgre les nombreux avantages qu'offre la valorisation par les boues residuaires, quelques
inconvenients viennent assombrir Ie tableau. En effet, il est reconnu que des doses excessives
d'azote contenues dans les boues peuvent entramer une forte nitrification et egalement que les
nitrates sont sujets au lessivage et peuvent contaminer les eaux souterraines (Aschmann et al.,
1992; Crohn, 1995). De plus, la presence de contaminants organiques et inorganiques dans les
boues ainsi que les pHs extremes de certaines d'entre elles posent des restnctions majeures a leur
utilisation comme engrais (Parr et al., 1983). En effet, Ie pH et les differents composes que 1'on
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retrouve dans les boues peuvent perturber de fa^on considerable la microflore du sol, jusqu'a
imposer un stress environnemental important sur cet ecosysteme et sur les organismes superieurs
qu'il soutient.
De plus, les metaux lourds contenus dans les boues representent a eux seuls une source de
pollution potentielle (Hamilton et al., 1984). Effectivement, meme apres la mise en place de
normes strictes definissant les concentrations maximales a ne pas depasser dans les boues
(Beauchemin et al., 1993), ces metaux peuvent s'accumuler dans les sols (McBride, 1995) et,
sous une forme biodisponible, ils pourraient representer un desequilibre en oligo-elements et etre
nuisibles aux microorganismes du sol en reduisant ou inhibant leurs activites metaboliques ainsi
qu'en permettant la disparition d'especes importantes et 1'emergence de populations resistantes
aux metaux lourds (Atlas etBartha, 1993; Campbell, 1983; Duxbury, 1986; Gadd, 1990; Gingell
et al., 1976; Martensson et Witter, 1990; McGrath et al., 1988a, 1988b; MUls et Colwell, 1977;
Tyler, 1975a, 1975b; Weetman et al., 1993; Witter, 1989). Ces metaux lourds, qui ont la
possibilite d'etre absorbes par les vegetaux et de s'infiltrer par bioaccumuladon dans la chaine
alimentaire humaine, peuvent aussi avoir des effets phytotoxiques et diminuer la productivite
vegetale (Allaway, 1968; Antonovics etal., 1971; Bray etal., 1985; Chaney etal., 1978; Dowdy
et al., 1983; Hergstrom et West, 1989; Logan et Chaney, 1983; Maly et Barett, 1984; Mench et
ai, 1992; Miller et Boswell, 1981; Sharma et al., 1979; Woodyard, 1986).
Les boues peuvent engendrer un stress environnemental sur Ie sol par 1'introduction d'une flore
microbienne importante contenue dans ce residu. En effet, cette flore peut affecter la diversite
microbienne et venir perturber la composition de la microflore du sol; ceci peut nuire a
F execution des nombreuses fonctions des microorganismes du sol, comme tous les processus
de recyclage (Chaudri et al., 1993; Giller et al., 1993) ou de biodegradation. Finalement, Ie
dernier inconvenient de la valorisation des boues se situe dans la presence, meme apres des
traitements de stabilisation, d' organismes pathogenes de plusieurs types. En effet, selon Munger
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(1983), les oeufs cTascaris sont particulierement resistants et peuvent demeurer viables dans Ie
sol jusqu'a 15 ans apres 1'epandage des boues. De plus, parmi les virus, certains ont persiste
jusqu'a 100 jours (Gaus et al., 1990) et, au mieux, deux a trois mois sont requis, apres un
epandage, pour ramener les bacteries fecales (coliformes) aux niveaux naturels des sols (Duff
et al., 1995; Vasseur et al., 1996). Par consequent, la transmission possible de maladies
infectieuses ou parasitaires au betail, a la faune ou aux humains fait partie des risques que 1'on
doit considerer dans 1'utilisation des boues comme fertilisants.
Les methodes de suivi et de detection de populations microbiennes dans les sols
Dans Ie cas de 1'amendement des sols par des boues residuaires ou du deversement, accidentel
ou non, d'autres produits, ainsi que dans la poursuite de tout autre objectif de recherche,
plusieurs scientifiques veulent effectuer des suivis de la microflore ou des detections de certaines
populations de microorganismes. Les informations recherchees sont surtout relatives au nombre
de microorganismes, a la presence de microorganismes specifiques, a la biomasse des
populations et aux differentes activites metaboliques de la flore microbienne du sol (Atlas et
Bartha, 1993). Pour obtenir ces informations, on fait appel a plusieurs types de methodes. Tout
d'abord, pour determiner Ie nombre de microorganismes presents dans un echantillon, deux
approches principales sont utilisees, soit Ie denombrement direct ou indirect (Atlas et Bastha,
1993). Le cas de denombrement direct que 1'on retrouve Ie plus souvent est celui des methodes
de comptage par observations microscopiques (Byrd et Colwell, 1992; Daley et Hobbie, 1975;
Frederick, 1965; Gray, 1967; Gray et al., 1968; Harris et al., 1972; Jones et Mollison, 1948).
Cette methode, qui utilise differents types de microscopie et de colorations specifiques (Atlas
etBartha, 1993; Campbell, 1983), comporte, de fagon generale, quelques inconvenients, comme
la difficulte de differencier les cellules mortes des cellules vivantes, la sous-estimation du
nombre d'individus dans les echantillons contenant beaucoup de debris et 1'impossibilite
d'effectuer d'autres etudes sur les organismes observes (Atlas et Bartha, 1993; Pelczar et al.,
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1986). Pour ce qui est des denombrements indirects, on peut avoir recours a plusieurs
techniques, telles 1'hybridation de colonies (Grunstein et Hogness, 1975; Hanahan et Meselson,
1980), 1'utilisation de la bioluminescence (Grant et al., 1991; Shaw et al., 1992) ou 1'etude
statistique du nombre Ie plus probable (MPN) (Alexander, 1977; Cochran, 1950; Colwell, 1979;
Melchiorri-Santolini, 1972; Pourcher et al., 1991). Toutefois, Fapproche de base la plus
couramment utilisee pour effectuer des denombrements indirects est Ie decompte sur milieu de
culture. Cette methode preconise I'utilisation soit d'un milieu specifique, c'est-a-dire un milieu
qui favorise la croissance du groupe microbien desire, soit d'un milieu differentiel, qui permettra
de differencier les microorganismes choisis par rapport aux autres qui ont pousse sur la gelose
a 1' aide de 1'exploitation d'une de leurs caracteristiques specifiques (Atlas et Bartha, 1993).
Malgre les avantages que peut offrir la selectivite de cette technique, elle represente en fait un
desavantage lorsqu'on essaie d'estimer Ie nombre total d'organismes d'un ecosysteme. En effet,
cette selectivite empechera la croissance de beaucoup de microorganismes et, par consequent,
Ie nombre d'individus decomptes sera alors sous-estime par rapport au veritable total d'individus
de 1'echantillon (Atlas et Bartha, 1993; Buck, 1979; Postgate, 1969).
En ce qui concerne la determination de la biomasse ou 1'obtention des mesures d'activites
metaboliques de la microflore d'un sol, la tache est plus ardue et mene a des resultats plus
imprecis (Atlas et Bartha, 1993). Les approches majeures pour 1'obtention de ces resultats
resultent en une correlation entre diverses experiences biochimiques specifiques et les
microorganismes presents (Atlas et Bartha, 1993; White, 1986). Voici quelques exemples des
elements qu'il est possible d'utiliser dans ce type d'experiences : la presence d'adenosine
triphosphate (ATP) dans les microorganismes (Campbell, 1983; Deming et ai, 1979; Holm-
Hansen, 1969; Paerl et Williams, 1976; Stevenson et al., 1979), les composes des parois
cellulaires comme 1'acide muramique (King et White, 1977; Millar et Casida, 1970; Moriarty,
1975, 1977,1978; White et at, 1979), la chitine (Sharma et al., 1977; Swift, 1973; Willoughby,
1978) ou des lipopolysaccharides (Watson et al., 1977; Watson et Hobbie, 1979), certaines
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proteines et enzymes specifiques (urease, deshydrogenase) (Campbell, 1983), la respiration
microbienne (Anderson et Domsch, 1973, 1975, 1978a, 1978b; Campbell, 1983; Jenkinson,
1976; Jenkinson et Powlson, 1976), Ie potentiel heterotrophique (Hobbie et Crawford, 1969;
Wright, 1973, 1978; Wright et Robbie, 1965, 1966) et 1'incorporation microbienne de
nucleotides comme la thymidine tritiee (Campbell, 1983; Van Es et Meyer-Reil, 1982).
Finalement, lorsqu'on recherche des informations sur la presence de populations microbiennes
specifiques, on peut faire appel a des methodes immunologiques, qui sont surtout basees sur la
technique ELISA et des anticorps fluorescents (Atlas et Bartha, 1993; Kingsley et Bohlool, 1981;
Miller et Pepper, 1988; Nambair et Anjaiah, 1985), des methodes phenotypiques ainsi que des
methodes genetiques, ces deux dernieres etant, de loin, les plus populaires. La detection
phenotypique de microorganismes sous-entend que les organismes cibles constituent une portion
significative de 1'echantillon et que la caracteristique permettant la detection s'exprime durant
leur croissance en culture in vitro (Atlas et Bartha, 1993). Cette restriction est fondamentale, car
1'approche pour detecter ces microorganismes est de les faire croitre, en conditions selectives,
sur un milieu solide ou liquide. Le milieu est specifique, soit par sa composition en nutriments
ou par 1'ajout d'agents inhibiteurs, et il permet de demontrer, souvent de fagon visible, la
caracteristique visee de 1'organisme choisi (Atlas et Bartha, 1993). Cette methode presente deux
principaux desavantages : premierement, plusieurs microorganismes, meme tres eloignes
taxonomiquement, peuvent presenter certains phenotypes tres similaires, voir meme identiques
(Atlas et Bartha, 1993); deuxiemement, laplupart des bacteries du sol, c'est-a-direjusqu'a 99,9%
dans certains cas, ne peuvent etre isolees et cultivees en laboratoire (Faegri et al., 1977; Ferguson
etai, 1984;Hoppe, 1978;Liesack^/., 1991;Torsvik^a/., 1990; Ward et al., 1990). De plus,
plusieurs de ces microorganismes, a cause de leurs besoins et de leurs differentes
caracteristiques, ne pourront pas coexister dans les memes conditions de croissance (Campbell,
1983). n en resulte que ces etudes ne peuvent compter, ni sur la presence de toutes les especes
de la microflore du sol, ni sur une representativite juste de la communaute microbienne. Les
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inconvenients majeurs de cette methode mis en parallele avec certains avantages des techniques
genetiques, comme leur grande specificite, ont convaincu plusieurs chercheurs de se toumer vers
celles-ci. En effet, ces methodes genetiques, qui sont basees sur 1'acide desoxyribonucleique
(ADN) prealablement extrait des microorganismes de 1'echantillon de sol, sont de plus en plus
utilisees, car elles offrent 1'avantage de representer la majorite des microorganismes dans
1'extrait. Les methodes les plus utilisees dans les laboratoires sont 1'hybridation d'ADN cible
avec une sonde radioactive (Knight et al., 1992; Sayler et Layton, 1990), 1'utilisation de genes
rapporteurs, inclus dans des plasmides ou des transposons, qui sont surtout utiles pour traquer
des microorganismes modifies genetiquement (Burlage et al., 1990; Drahos et al., 1986;
Frederickson et al., 1988; Ingram et al., 1989; Pillai et Pepper, 1990; Shishido et Pepper, 1990),
et 1'amplification d'ADN cible par PCR (Polymerase Chain Reaction) (Atlas et Bartha, 1993;
Atlas etBej, 1990; Bej etal., 1990, 1991b, 1991c; Steffanet Atlas, 1988, 1991).
La «Polymerase Chain Reaction» (PCR)
L'ampliflcation a Paide de la PCR
La technique de la PCR (Mullis, 1990; Mullis et al., 1986; Mullis et Faloona, 1987; Saiki et al.,
1985,1988) permet la replication in vitro de sequences definies d'ADN. Une de ses applications
est de permettre 1'amplification et, par consequent, la detection de sequences d'ADN ou de genes
specifiques. Effectivement, en amplifiant exponentiellement un court brin d'ADN cible, la PCR
augmente significativement la probabilite de detection d'une sequence, meme rare, dans un
melange heterologue d'ADN (Atlas et Bartha, 1993). Le processus de la PCR est illustre a la
figure 1.
La PCR implique la denaturation de 1'ADN pour convertir 1'ADN double-brin en simple-brin,










I ADN cible |
\ Denaturation





Cycles de PCR a repetition
Figure 1. Illustration de la Polymerase Chain Reaction (PCR) pour Pamplification
specifique cTune sequence d)ADN cible
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grace a un enzyme, 1'ADN polymerase Taq {«Taq DNA polymerase»), qui fixe les nucleotides
un a un a partir de 1'amorce. Les oligonucleotides d'environ de 15 a 30 bases qui servent
d'amorces, sont en fait des sondes qui peuvent s'hybrider, par ponts hydrogenes, avec les regions
de 1'ADN possedant la sequence genetique complementaire. Les amorces sont ensuite
prolongees de fa^on complementaire a la sequence d'ADN cible, qui sert de matrice, par 1'ADN
polymerase Taq, qui est un enzyme thennostable provenant de la bacterie thermophile Thermus
aquaticus (Saiki etal., 1988) ayant une temperature optimale situee entre 72 °C et 80 qC (Gelfand
et White, 1990). Cette etape, qui se fait en presence de desoxyribonucleotides triphosphates
(dNTPs) libres, resulte en une duplication de FADN cible au depart. C'est lorsque les nouveaux
dimeres d'ADN, qui sont devenus les matrices de la prochaine reaction, sont redenatures et que
ce processus est repete a maintes reprises, qu'on obtient une augmentation exponentielle de la
quantite d'ADN cible; une simple copie d'une sequence genomique peut etre amplifiee
specifiquement par un facteur de 10 millions (Saiki et al., 1988; Scharf, et al., 1986). II est
ensuite facile de detecter ou de visualiser cette nouvelle formation d'ADN dans Ie melange
heterogene, car la sequence d'ADN amplifiee est maintenant surrepresentee par rapport aux
autres brins d'ADN presents. H suffit done d'effectuer une migration classique d'une partie de
notre echantillon sur gel d'agarose et de noter P apparition d'une bande distincte de taille connue.
Les elements principaux necessaires a la reaction de PCR, qui est realisee dans un incubateur
cyclique automatise, sont 1'ADN, la polymerase Taq, les amorces, les dNTPs, 1'ADN servant de
matrice et les ions magnesium. Les temperatures imposees sont generalement situees autour de
55 °C pour 1'hybridation, de 72 C pour Felongation (polymerisation) et de°95 C pour la
denaturation.
Les applications de la PCR
La PCR, en plus d'etre tres utile en recherche fondamentale, peut fournir plusieurs applications
en ecologie microbienne. En effet, cette technique peut etre utile pour quantifier, pour
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differencier et pour detecter des microorganismes. La quantification et Ie denombrement grace
a cette methode sont toutefois limites, mais la PCR peut donner une idee suffisamment precise
de Fimportance relative ou de la quantite d'ADN cible, done des microorganismes presents dans
differents echantillons. Un exemple ou la quantification a 1'aide de la PCR est possible est Ie
titrage des resultats des amplifications avec des tables de statistiques preparees, en faisant
correspondre des resultats de PCR avec un nombre de cellules preinoculees dans Ie sol
(Degrange et Bardin, 1995; Picard et ai, 1992). II faut aussi mentionner que plusieurs autres
techniques sont utilisees pour quantifier 1'ADN amplifie par la PCR. Parmi celles-ci, il y a
I'utilisation de la competition par des quantites connues d'ADN cible et 1'utilisation de dNTPs
marques a la radioactivite (Gilliland etal.,1990a, 1990b; Lee et al., 1996; Steffan et Atlas, 1991;
Zachar et al., 1993). De plus, de nombreuses equipes de recherche mentionnent utiliser la PCR
pour quantifier de 1'ARN (Becker-Andre et Halbrock, 1989; Singer-Sam et al., 1990; Wang et
al., 1989). Pour ce qui est de la differenciation de souches microbiennes, la PCR constitue un
outil qui est de plus en plus utilise. Effectivement, plusieurs scientifiques ont prouve qu'avec
la PCR et des sondes particulieres, celles-ci etant surtout constituees a partir de sequences
repetitives ou de genes d'ARNr 16S, il etait possible de differencier efficacement des especes
microbiennes. Ces differenciations microbiennes peuvent meme etre effectuees entre des
especes appartenant au meme groupe serologique ou au meme pathovar (Bentley et al., 1993;
Cancilla et al., 1992; DeBruijn, 1992; Fekete et al., 1992; Goebel et al., 1987; Jensen et al.,
1993; Judd etal., 1993; Louws etal., 1994; Mehling etaL, 1995; Navarro etai, 1992; Simonet
etal., 1991; Strain etal., 1994; Versalovic etal., 1991). D'autres recherches out demontre qu'il
etait possible de distinguer, surtout avec des detections specifiques d'ARNm, les cellules
vivantes des cellules mortes d'une meme espece presentes dans un echantillon (Bej et al., 1991b;
Impraim et al., 1987; Mahbubani et al., 1991; Paabo et al., 1988). La troisieme application de
la PCR, la detection microbienne, est la plus repandue. En effet, celle-ci, qui est un outil de
choix en surveillance environnementale (Atlas et Bej, 1990; Bej et al., 1990, 199 Id; Josephson
et al., 1991; Steffan et Atlas, 1988), est une technique qui, en plus d'etre sensible et tres
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sp^cifique, a 1'avantage de permettre 1'identification et la detection d'organismes qui
representent un danger potentiel ou qui ne peuvent croitre en laboratoire (Bej et al., 199 Ib;
Josephson et al., 1991; Liesack et ai, 1991; Steffan et Atlas, 1988). De plus, cette technique,
qui ne necessite pas Ie marquage radioactif des sondes moleculaires, est tres rapide
comparativement aux methodes de detection traditionnelles, qui peu vent s'echelonner sur 3 a 4
semaines avant de permettre 1'identification de 1'espece (Lovett, 1987). Cependant, la PCR
comporte tout de meme quelques inconvenients, comme la difficulte d'amplifier certains ADN
cibles, la possibilite d'amplifier des sequences d'ADN non specifiques, qui produisent des
resultats faux-posidfs (Kwok et Higuchi, 1989), et 1'inhibition de 1'enzyme lorsque de faibles
quantites de substances contaminantes sont presentes (Higuchi, 1992; Muller-Wegener, 1988;
Steffan et al., 1988; Tsai et Olson, 1992a). Malgre tout, 1'amplification par la PCR represente
une alternative tres prisee qui comporte plusieurs applications en ecologie microbienne, comme
en fait foi sa grande utilisation lors de detections microbiennes ou de suivis de microorganismes
specifiques dans des echantillons environnementaux (Abbaszadegan et at, 1993; Bej et al.,
1990, 1991a; Brauns et aL, 1991; Degrange et Bardin, 1995; Holben et al., 1988; Josephson et
al., 1991; Kerkhof, 1994; Khan et Cerniglia, 1994; Pillai et al., 1991; Tsai et Olson, 1992a;
Voordouw^a/., 1989).
L'obtention cTADN microbien provenant d'echantillons environnementaux
Si on veut utiliser la PCR dans des etudes d'ecologie microbienne, il est necessaire d'obtenir
1'ADN microbien provenant du milieu environnemental etudie. En effet, il faut, comme
premiere etape, extraire 1'ADN des microorganismes presents dans 1'echantillon donne. Par la
suite, pour permettre des amplifications valables et efficaces, il est important de purifier
adequatement cet ADN microbien. Ces deux etapes d'extraction et de purification deviennent
fondamentales pour effectuer des suivis et des detections de microorganismes dans des
echantillons environnementaux par la PCR.
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La premiere etape pour Pobtention d?ADN microbien : Pextraction de 1'ADN
Deux approches sont utilisees pour extraire 1'ADN microbien dans les echantillons
environnementaux. Premierement, 1'extraction indirecte (extraction cellulaire), qui consiste a
isoler les cellules microbiennes presentes dans 1'echantillon et ensuite a les lyser pour en obtenir
1'ADN, et deuxiemement, 1'extraction directe, ou on lyse les cellules directement dans Ie milieu
pour ensuite degager 1'ADN des debris cellulaires et du reste du milieu (Steffan et al., 1988).
Plusieurs methodes d'extraction d'ADN microbien ont ete mises au point depuis deux decennies
et ce, surtout pour des echantillons de sol. Effectivement, on note depuis quelques annees Ie
developpement de beaucoup de techniques d'extraction d'ADN des microorganismes du sol.
Les premieres methodes d'extraction d'ADN des microorganismes du sol rapportees sont des
techniques indirectes introduites par Balkwill et al. (1975) ainsi que par Goksoyr et ses collegues
(Faegri et al., 1977; Torsvik et Goksoyr, 1978). Ensuite, plusieurs equipes de recherche ont
utilise ces approches en leur apportant quelques modifications (Bakken, 1985; Holben et al.,
1988; Jansson etal., 1989; Steffan etal., 1988; Steffan et Atlas, 1988; Torsvick, 1980; Torsvik
et al., 1990). Pour ce qui est des methodes directes, qui offrent generalement un rendement
superieur en quantite d'ADN obtenue comparativement aux methodes indirectes, la premiere a
ete decrite par Ogram et al. (1987) et elle a ouvert la voie a plusieurs autres techniques
interessantes, dont quelques-unes seront abordees dans cet ouvrage (Bruce et al., 1992; Picard
etaL, 1992; Porteous et Armstrong, 1991; Selenska et Klingmuller, 1992; Smalla etal., 1993;
Steffan et al., 1988; Tebbe et Vahjen, 1993; Trevors et al., 1992; Tsai et Olson, 1991;
Volossiouk^a/., 1995).
La deuxieme etape pour 1'obtention d?ADN microbien : la purification de 1'extrait d'ADN
Suite a 1'obtention de 1'ADN microbien, une serie de traitements doit etre accomplie sur cet
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extrait brut, car il ne peut etre utilise directement pour 1'amplification par PCR. En effet, cet
extrait d'ADN doit subir une purification rigoureuse pour eliminer de 1'echantillon les composes
qui ont ete co-extraits avec 1'ADN. Les impuretes organiques, qui sont surtout contenues dans
des extraits d'ADN provenant du sol, sont majoritairement des substances humiques,
particulierement des acides humiques et des acides fulviques, qui sont omnipresentes dans Ie sol
(Atlas et Bartha, 1993; Smith et ai, 1993; Thurman et al., 1988). Pour effectuer des reactions
de PCR adequates, il faut done absolument debarrasser les extraits d'ADN de ces substances
brunatres, car il a ete rapporte anterieurement que celles-ci, meme en quantites infimes, peu vent
inhiber la PCR et causer des resultats faux-negatifs (Higuchi, 1992; Muller-Wegener, 1988;
Steffan et al., 1988; Tsai et Olson, 1992a). De plus, les metaux lourds, qui constituent un des
polluants potentiels des sols, particulierement des sols ayant ete amendes par des boues
residuaires, peuvent aussi se retrouver dans les extraits d'ADN des microorganismes du sol. Par
ailleurs, les metaux lourds sont aussi des agents pouvant interferer avec 1'enzyme de la PCR
(Higuchi, 1992) et diminuer la specificite de la PCR (Saiki et al., 1988). Par consequent,
plusieurs methodes pour eliminer ces contaminants ont ete developpees; la plupart d'entre elles
sont basees sur une separation physique (filtration, ultracentrifugation, dialyse), sur une
extraction par solvants (phenol : chloroforme : alcool isoamylique, ethanol, freon, guanidine
isothiocyanate), ou encore par chromatographie (Sephadex, hydroxylapatite, Chelex, poudre de
verre) (Abbaszadegan et al., 1993; Fuhrman et aL, 1988; Holben et al., 1988; Jacobson et
Rasmussen, 1992; Ogram et al., 1987; Paul et al., 1990; Romanowski et al., 1992; Selenska et
Klingmuller, 1992; Smalla et al., 1993; Steffan et al., 1988; Torsvik et al., 1990; Tsai et Olson,
1991, 1992b;WelleretWard, 1989).
La situation et les objectifs de la recherche
Ce travail fait partie du projet multidisciplinaire de STrategies d'OPtimisation d'Ecosystemes
Regionaux (STOPER). Le projet STOPER voulait, d'apres son objectif general, determiner sous
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quelles conditions 1'implantation d'une strategic environnementale a pollution zero peut etre
developpee avec une creation nette de bien-etre (Chornet et al., 1992). U visait entre autres a
fournir un outil d'aide a la decision pour la gestion des dechets et des residus a 1'echelle d'un
ecosysteme regional (Chomet etal., 1992) et, corollairement, un de ses sous-projets avait comme
objectif d'evaluer les alterations environnementales causees par une fertilisation agricole ou
sylvicole avec des boues residuaires. Le sous-projet concemant la valorisation des boues
provenant du traitement des eaux usees municipales comportait une analyse d'impacts a trois
niveaux : une etude portait sur la communaute vegetale forestiere (Cloutier, 1995), une autre sur
la chaine alimentaire humaine (Lefebvre, 1996) et la presente, portant sur la microflore du sol.
Ce travail, qui avail comme objectifs principaux d'evaluer les impacts d'une fertilisation de
boues residuaires sur la microflore des sols, de mettre au point une technique de detection de
microorganismes presents dans des sols amendes par des boues et de developper une technique
pouvant differencier certaines especes de Streptomyces, etait subdivise en trois volets. Le
premier volet avait pour but de verifler si un epandage avec des boues residuaires pouvait
engendrer des variations du nombre de bacteries presentes dans les sols amendes. Le deuxieme
volet visait a determiner si les normes quebecoises actuelles regissant la valorisation des boues
sont adequates, en egard a la teneur en metaux lourds qu'elles contiennent. II s'agissait done de
verifier si des epandages de boues peuvent provoquer une augmentation des populations
bacteriennes resistantes aux metaux lourds dans les sols. Les resultats de ces deux premiers
volets du travail ont ete obtenus par decomptes bacteriens. Finalement, Ie dernier et Ie plus
important des trois volets de ce projet de recherche avait comme objectifle developpement d'une
technique efficace de detection microbienne pour les sols valorises par des boues residuaires.
Cette technique devait ensuite etre utilisee, toujours dans Ie cadre de cette recherche, pour
verifier la presence possible de coliformes dans des sols ayant regu differentes doses de boues.
Par la suite, la technique mise au point pourra servir d'outil dans des etudes impliquant des
detections et des suivis microbiens ou dans tout autre projet de recherche relatif a 1'ecologie
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microbienne de sols valorises ou non par des boues provenant d'usine d'epuration. Pour
1'elaboration de cette technique de detection, une methode d'extraction de 1'ADN des
microorganismes du sol ainsi qu'une technique de purification de cet ADN devaient etre
developpees et optimisees. Ensuite, 1'etape de detection en tant que telle, qui est basee sur
1'amplification d'ADN par PCR, a ete mise au point et experimentee. De plus, des sondes
moleculaires creees pour servir d'amorces dans une reaction de detection specifique par PCR,




1.1 Les denombrements de la population bacterienne des sols ay ant subi divers
amendements par des boues residuaires (methodologie du volet 1)
Comme mentionne en introduction, 1'amendement des sols par des boues residuaires peut
representer une cause de stress environnemental. Ainsi, une modification de la microflore du
sol pourrait representer une des consequences possibles d'un epandage de boues. L'objectif
poursuivi dans Ie premier volet de ce travail etait de verifier, d'une fagon generale, si la
communaute bacterienne du sol variait, c'est-a-dire si Ie nombre de bacteries augmentait ou
diminuait suite aux deversements de boues d'epuration sur des sols. Pour ce faire, un suivi par
decomptes bacteriens a ete effectue.
1.1.1 Le sol utilise pour les decomptes bacteriens
Le sol utilise pour ce premier volet des travaux etait un terreau commercial de marque «Top
Soil» vendu en sac de 301. Celui-ci etait constitue d'une terre pulverisee et tamisee qui contenait
56,2% d'humidite a 1'achat. Des echantillons de cette terre ont ete valorises en laboratoire a
petite echelle par differentes doses de boues residuaires. Par la suite, les decomptes bacteriens
ont ete effectues.
1.1.2 L'amendement des sols et les boues utilisees
Les boues ayant servi a amender les sols ont ete recueillies en avril 1995 a 1'usine d'epuration
des boues de la municipalite de Lac Megantic (Quebec, Canada). Les boues ont ete transportees
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dans des bouteilles de polypropylene de 1 1 (Nalgene; Nalge Co., Rochester, N.Y., USA) et
conservees a 4 "Cjusqu'a leur utilisation. Ces boues pateuses deshydratees contenaient 14,5%
de matieres seches et leur bulletin d'analyse est donne en annexe A-VI. Le sol a ete dispose a
raison de 2 1 par pot de plastique de 5 1. La surface du sol representait done 0,0254 m2 et sa
profondeur etait de 12 cm. Une fois les echantillons de sol distribues, Us ont ete gardes a la
temperature de la piece et humidifies deux fois par semaine. Le sol a ete traite avec quatre doses
de boues residuaires (voir Tableau 3), a raison de trois replicats pour chacune d'elles. Les
echantillons ont ete amendes une semaine suivant la premiere humidification en melangeant les
boues avec les cinq premiers centimetres du sol.
Tableau 3. Doses de boues residuaires valorisees a petite echelle sur les echantillons de sol
en pot.























Boues d'epuration de Lac Megantic decrite dans Ie bulletin d'analyse inclus a 1'annexe A.
Selon les normes permises par Ie Guide des bonnes pratiques
d'epuration des eaux usees municipales du MENVIQ (1991b).
   i  es o es pratiques de valonsation agricole des boues de stations
1.1.3 Le suivi et la methode cTechantillonnage des sols amendes
Les trois replicats des quatre traitements de terre a 1'etude ont ete echantillonnes a cinq reprises.
En effet, ils ont ete echantillonnes une fois avant et quatre autres fois suivant les amendements
des sols, soit apres une periode de 2 jours, 1 semaine, 2 semaines et 27 semaines (6 mois) apres
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qu'ils aient re^u les boues d'epuration. Pour chaque pot, deux echantillons de 5 g de sol ont ete
collectes dans les dix premiers centimetres a partir de la surface du sol. Les echantillons de sol
ainsi recueillis ont ete utilises tout de suite apres leur obtention.
1.1.4 Le traitement des echantillons de sol pour les decomptes bacteriens et 1c milieu de
culture utilise
Apres Ie melange des deux echantillons de 5 g de sol de chaque pot, 1 g de la mixture a ete
recueilli et pese. Ensuite une solution de NaCl 0,9% (p/v) a etc rajoutee a ce gramme de sol
jusqu'a Fobtention d'un volume de 10 ml et la mixture fut vortexee a haute vitesse pendant 2
min pour bien liberer les bacteries liees aux particules du sol. Par la suite, a partir de cette
solution homogene, des dilutions en serie ont ete effectuees et inoculees sur Ie milieu NA
(Nutrient Broth [8 g/1] + 1,7% [p/v] Agar; Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA) en
duplicata. Ce milieu riche ne contenant aucun element selectif particulier permet la croissance
du plus grand nombre de bacteries possible, celui-ci est appele Ie nombre de bacteries viables
totales. Le milieu fut supplemente avec 50 mg/1 de cycloheximide (Sigma Chemical Co., St-
Louis, Mis., USA) pour empecher la croissance des champignons. La croissance bacterienne
s'est ensuite deroulee a la temperature de la piece et les colonies furent comptees de 3 a 5 jours
apres 1'inoculation.
1.2 Les denombrements des populations bacteriennes resistantes aux metaux lourds dans
les sols fertilises avec des boues residuaires (methodologie du volet 2)
La verification de la hausse possible des populations resistantes aux metaux lourds dans la
communaute bacterienne des sols amendes fut effectuee par decomptes bacteriens. En effet,
comme une augmentation de la concentration d'un metal lourd dans Ie milieu peut, par selection
naturelle, provoquer un accroissement du nombre de bacteries resistantes a ce metal,
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1'observation d'une hausse notable de la population bacterienne resistante a un metal lourd
pourrait confirmer une trop grande concentration de ce metal dans les boues valorisees.
1.2.1 Les sites cTechantillonnage
Cinq sites d'echantillonnage ont ete choisis pour les fins de cette etude. Deux de ces sites sont
situes dans la region de la municipalite de Princeville (Quebec, Canada) et les trois autres sont
situes dans la region de la municipalite de Lac Megantic (Quebec, Canada). Ces deux
municipalites ont ete parmi les premieres au Quebec a s'etre dotees d'un plan de valorisation
agricole des boues residuaires. Les cinq sites d'echantillonnage sont des terres exploitees par
des agriculteurs independants. Ces terres ont ete fertilisees avec des boues residuaires provenant
du traitement des eaux de leur municipalite respective. Les bulletins d'analyse des boues
d'epuration utilisees pour les sites traites sont donnes a 1'annexe A (A-H a A-V, A-VH et A-
Vffl). Les terres agricoles choisies pour faire partie de 1'etude avaient ete amendees a une ou
deux reprises, et ce, a differents temps. Les terres selectionnees ainsi que les dates de
fertilisation sont indiquees au tableau 4. II est a noter que les terres ayant subi deux fertilisations
n'ont pas requ une quantite totale de boues superieure aux terres n'ayant re9u qu'un seul
epandage. La quantite des boues epandues sur ces terres agricoles variait entre environ 36,5 et
64 Kg d'azote disponible par hectare (Kg d'N disp./ha). Cela representait entre 27% et 47% de
la dose maximale permise par Ie guide des bonnes pratiques du MENVIQ (1991b). Finalement,
il faut mentionner que, pour chacun des cinq sites selectionnes, une parcelle de terrain n'ayant
pas re9u de boues d'epuration a aussi ete echantillonnee pour servir de temoin negatif, ceci
portant a dix Ie nombre de parcelles a 1'etude.
1.2.2 I/echantillonnage des sols
L'echantillonnage des parcelles de terrain non fertilisees (temoins) et fertilisees par des boues
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Tableau 4. Sites cTechantillonnage selectionnes pour les decomptes des bacteries du sol
resistantes aux metaux lourds.
Sites cTechantilIonnase _Dates d'amendement
Lac Megantic A 1989
Lac Megantic B 1990+1991
Lac Megantic C 1992
PrinceviUeA 1993
Princeville B 1993 + 1994
a ete realise au cours du mois de juillet 1994, soit, relativement aux differents champs etudies,
apres des periodes variant de 5 ans a 2 mois suivant la fertilisation. Pour chacun des dix terrains
de 1'etude, 15 aliquots de sol ont ete recueillis au hasard sur la totalite de la parcelle. Les
collectes de sol se sont effectuees a 1'aide d'une tariere tubulaire metallique dans les douze
premiers centimetres a partir de la surface du sol. D est a noter que la tariere metallique etait
rincee avec de 1'ethanol entre chaque cueillette de terre. Les 15 «carottes» de sol ainsi obtenues
pour chaque parcelle ont ete regroupees cinq par cinq et melangees ensemble pour former trois
echantillons combines de sol. Tous ces echantillons combines de sol ont ete conserves de 3 a
7 jours a 4 °C a 1'obscuritejusqu'aleur utilisation pour les decomptes de bactenes resistantes aux
metaux lourds. Ces echantillons ont aussi subi une analyse de leur contenu en metaux lourds
disponibles. Cette analyse, portant sur quatre metaux, dont trois des sept metaux lourds de cette
etude (Cd, Cu. Pb, Zn), a etc effectuee par Ie laboratoire independant du Dr Claude Camire
(Centre de recherche en biologie forestiere, Faculte de foresterie et de geodesie, Universite Laval,
Ste-Foy, Quebec, Canada). Les bulletins d'analyse sont donnes a 1'annexe B.
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1.2.3 Les metaux lourds etudies et les milieux de culture utilises
Au total, 7 metaux lourds ont ete selectionnes pour 1'etude, soit: Ie cuivre (Cu), la cadmium
(Cd), Ie cobalt (Co), Ie molybdene (Mo), Ie nickel (Ni), Ie selenium (Se) et Ie zinc (Zn). Chacun
de ces metaux a ete inclus dans un milieu de culture sous forme d'un sel de metal, en quantite
suffisamment grande pour rendre Ie milieu tres selectif et ainsi permettre la detection des
bacteries resistantes au metal lourd cible. La concentration du sel de metal a aj outer dans chaque
milieu specifique a etc determinee en laboratoire par 1'essai de plusieurs quantites differentes du
sel de metal en question. De cette fagon, la concentration inhibitrice optimale a ete identifiee.
Celle-ci, qui est visualisee par une soudaine baisse significative des comptes bacteriens, indique
la concentration necessaire de sel metallique a incorporer au milieu pour detecter une
augmentation des bacteries resistantes au metal lourd cible. La determination de la concentration
inhibitrice optimale a ete effectuee par 1'ajout, dans Ie milieu de culture sterile, de differentes
quantites des sels de metaux lourds etudies. Les solutions de ces sels ont ete preparees en les
dissolvant dans de 1'eau distillee et en les sterilisant par filtration sur une membrane (Millex-HV,
diametre des pores : 0,45 (im; Millipore Co., Bedford, MA, USA). Par cette procedure, les
milieux specifiques pour la detection de la resistance a chacun des sept metaux lourds etudies
ont ete elabores.
Les milieux utilises avaient comme base Ie milieu 0,5 NA (Nutrient Agar), constitue de 4 g/1 de
NB (Nutrient Broth) (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA) solidifie avec 1,7 % (p/v) de
Bacto-agar (Difco Laboratories), auquel un sel specifique a un metal lourd avait ete ajoute : pour
Ie cuivre, 100 mg/1 de chlorure de cuivre (CuC^ - 2 H^O; Fisher Scientific Co. Ltd., Ottawa,
Ontario, Canada); pour Ie cobalt, 500 mg/1 de nitrate de cobalt hexahydrate (€€(N03)2 - 6 N20;
Aldrich Chemical Co. Inc., Milwakee, Wis., USA); pour Ie cadmium, 500 mg/1 de nitrate de
cadmium hydrate (Cd(N03)2 - 4 N20; Fisher Scientific Co. Ltd., Ottawa, Ontario, Canada); pour
Ie molybdene, 1500 mg/1 de molybdate d'ammonium tetrahydrate ((N114)^07024 - 4 Hz 0;
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Anachemia Inc., Montreal, Quebec, Canada); pour Ie nickel, 500 mg/1 d'acetate de nickel
((€N3000)2^ - 4 H 20; BDH Inc., Toronto, Ontario, Canada); pour Ie selenium, 100 mg/1 de
selenium dioxyde (Se02; BDH Inc., Toronto, Ontario, Canada) et pour Ie zinc, 800 mg/1 de
sulfate de zinc (ZnS04 - 7 Hp; J.T. Baker Chemical Co., Phillipsburg, N.J., USA). De plus, une
sede de milieux de reference, c'est-a-dire sans aj out de metal, a aussi ete utilisee pour servir de
temoin. Dans chaque milieu, 50 mg/1 de cycloheximide (Sigma Chemical Co., St-Louis, Mis.,
USA) furent ajoutes pour empecher la croissance des champignons.
1.2.4 Le traitement des echantillons de sol pour les decomptes bacteriens
De chaque echantillon combine, 1 g de sol a ete recueilli et pese. Ce gramme de sol fut ensuite
utilise et inocule sur les differents milieux contenant les metaux lourds, tel que decrit dans la
methodologie rapportee a la section 1.1.4.
1.3 Le developpement d'une technique efficace de detection microbienne pour des sols
ayant re^u un epandage de boues residuaires, la verification de la presence possible
de coliformes dans des sols amendes par des boues et la differenciation de certaines
especes bacteriennes du genre Streptomyces (methodologie du volet 3)
La technique developpee dans ces travaux, qui est basee sur 1'amplification par PCR, necessite
deux elements fondamentaux pour son utilisation, soit des amorces specifiques et de 1'ADN
provenant des microorganismes du sol. L'extraction de cet ADN est done la premiere etape a
considerer pour Felaboration de la technique de detection. Ensuite, une fois 1'ADN microbien
obtenu, celui-ci doit etre purifie adequatement pour permettre son amplification par PCR. Dans
Ie cas des travaux presentes ici, en plus des detections regulieres, des bacteries, jouant Ie role de
cellules cibles, ont ete inoculees dans Ie sol pour determiner la validite et Ie seuil minimal de
detection des techniques utilisees et mises au point.
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1.3.1 Le sol ayant servi aux extractions cTADN microbien
Deux types de sol ont servi aux extractions d'ADN microbien. Le premier est un sol non
agricole provenant d'une pelouse du campus ouest de 1'Universite de Sherbrooke (Quebec,
Canada), dont les echantillons ont ete recueillis dans les 10 premiers centimetres de la surface
du sol, puis tamises grossierement et conserves en absence de lumiere a 4 °C jusqu'a leur
utilisation. Les echantillons de ce sol ont send aux essais et a la comparaison des cinq differents
protocoles d'extraction d'ADN des microorganismes du sol selectionnes ainsi qu'aux detections
microbiennes de Streptomyces sp. dans Ie sol. Un deuxieme type de sol a aussi etc utilise; il
s'agit du terreau commercial de marque «Top Soil» decrit dans la section 1.1.1 de ce chapitre
(voir tableau 3, serie C). Ce terreau, amende avec des boues, a servi a la verification de la
presence possible de coliformes dans les sols six mois apres les amendements, a la comparaison
de 1'efficacite des techniques de purification ainsi qu'a la determination de la validite et du seuil
minimal de detection de la methode de detection developpee.
1.3.2 L'inoculation des bacteries agissant comme cellules cibles
Les inoculations bacteriennes ont ete effectuees sur une partie du sol valorise a petite echelle
provenant des quatre series indiquees au tableau 3 (voir section 1.1.1). Ces echantillons de sol,
apres avoir ete autoclaves a 121 °C pour 30 min, furent inocules avec Escherichia coli JM 109.
Ces bacteries avaient pousse, jusqu'a leur phase exponentielle a 37 °C, sous agitation dans Ie
milieu LB decrit par Sambrook et al. (1989). Par la suite, elles ont ete lavees une fois avec un
volume de tampon phosphate 10 mM (pH 7.0) (Sambrook et ai, 1989), resuspenduent dans ce
meme tampon, puis diluees en volumes de 2 ml avant d'etre ajoutees a des echantillons de 10
g de sol. La quantite des cellules contenues dans les echantillons servant d'inoculums fut
determinee par densite optique. Les differentes inoculations bacteriennes dans Ie sol ont ete
realisees a raison d'une concentration finale de 100 000, 10000, 1000, 500 et 250 cellules par
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gramme de sol (poids humide) et un echantillon de sol n'a pas ete inocule pour servir de temoin.
Les echantillons inocules ont ete brasses manuellement 2 min et conserves a la temperature de
la piece pendant 60 min avant 1'extraction pour permettre 1'attachement des cellules aux
colloides du sol.
1.3.3 Les protocoles cTextraction d?ADN des microorganismes du sol
Dans cette recherche, cinq protocoles pour isoler 1'ADN microbien du sol ont ete experimentes;
Ie but etait d'en identifier Ie plus adequat pour les detections microbiennes par PCR. Tous les
protocoles ayant ete utilises sont bases sur Ie type de methode directe sauf un, qui est une
technique indirecte.
1.3.3.1 Le protocole d'extraction d?ADN indirecte de Steffan et Atlas (1988)
Le seul protocole indirect utilise dans ces travaux est celui d'extraction de bacteries et de lyse
cellulaire decrit par Steffan et Atlas (1988). C'est une methode qui propose un isolement des
cellules du sol a 1'aide de centrifugations differentielles et ensuite la lyse de celles-ci a 1'aide
d'un enzyme, Ie lysozyme (Sigma Chemical Co., St-Louis, Mis., USA) suivi d'un traitement au
detergent SDS (Anachemia Inc., Montreal, Quebec, Canada). La procedure citee a cependant
ete legerement modifiee. En effet, la resuspension du culot d'ADN issu de la precipitation a -70
°C, dans 10 ml de tampon TE, a constitue la derniere etape executee pour ce protocole. Par
consequent, la purification de 1'ADN par ultracentnfugation en gradient de CsCl mentionnee n'a
pas ete executee.
1.3.3.2 Le protocole cT extraction d?ADN directe de Bruce et at (1992)
Ce protocole de Bruce et al. (1992), qui est en fait une modification du protocole de Selenska
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et Klingmuller (1991), permet une lyse cellulaire grace a un traitement du sol avec Ie detergent
SDS. La methode citee a etc executee de la £09011 decrite, excepte que la resuspension du culot
dans 8 ml de TE, qui suivait 1'etape de precipitation, a constitue la demiere etape effectuee pour
ce protocole, car la purification par CsCl a ete omise.
1.3.3.3 Le protocole d'extraction d'ADN directe de Tsai et Olson (1991)
Ce protocole, ou la lyse cellulaire s'effectue directement dans Ie sol grace a 1'enzyme lysozyme,
Ie detergent SDS et un traitement de congelation/decongelation, s'est deroule selon la methode
decrite par Tsai et Olson (1991). Cependant, quelques modifications ont ete apportees a cette
methodologie. En effet, la centrifugation a 6000 X g suivant 1'etape de congelation (-70
°C)/decongelation (65 °C) s'est effectuee sans ajout de phenol et a dure 30 min au lieu de 10 min.
Par consequent, toute la purification d'ADN par Ie phenol et Ie chloroforme a ete exclue de cette
extraction, car une etape semblable etait prevue dans Ie processus subsequent de purification des
extraits d'ADN. La procedure s'est done poursuivie et s'est terminee avec Ie traitement a la
RNAse (Ribonuclease; PharmaciaLKB Biotechnology Inc., Baie d'Urfe, Quebec, Canada) des
4 ml de surnageant provenant de la centrifugation precedente.
1.3.3.4 Le protocole d'extraction d'ADN directe de Trevors et al. (1992)
Pour ce 4e protocole d'extraction, la methodologie realisee est celle rapportee par Ie protocole
1 de Trevors et al. (1992) qui inclut deux tampons utiles a la lyse cellulaire, soit un contenant
du detergent SDS et 1'enzyme proteinase K (Sigma Chemical Co., St-Louis, Mis., USA) et un
autre contenant du lysozyme. Quelques etapes du protocole original furent modifiees comme
Ie sugg^rent les auteurs. En effet, 0.5 g de PVPP (polyvinylpolypyrrolidone; Sigma Chemical
Co., St-Louis, Mis., USA) a ete ajoute a la premiere mixture de 1'extraction et celle-ci a ete
effectuee dans un tube de polypropylene de 50 ml (Nalgene; Nalge Co., Rochester, N.Y., USA)
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au lieu d'un vial de verre de 10 ml. Ensuite, contrairement a la methode de dispersion
mentionnee dans la procedure originale, ce melange fut vortexe a vitesse moyenne pendant 1 min
a 20 °C. D'ailleurs, tous les brassages mecaniques du protocole furent effectues de cette fa^on
a 1'aide du vortex. De plus, 1'enzyme zymolase (Novozyme 234, Novo Biolabs, Danemark) n'a
pas ete ajoutee au lysozyme (Sigma Chemical Co., St-Louis, Mis., USA) dans Ie tampon 50 mM
Tris-HCl lors de 1'etape de lyse cellulaire, car nous ne tenions pas a obtenir 1'ADN d'origine
fongique. L'extraction s'est ensuite terminee avec 1'obtention du sumageant de 15 ml issu de
la centrifugation de 10 min a 5000 g (4 °C) suivant Ie traitement a la RNAse (Pharmacia LKB
Biotechnology Inc., Baie d'Urfe, Quebec, Canada).
1.3.3.5 Le protocole cT extraction d'ADN directe de Volossiouk et al. (1995)
Ce demier protocole etudie comprend une combinaison de deux elements pour assurer une lyse
cellulaire adequate. En effet, Ie bris des cellules est assume par la combinaison d'un traitement
mecanique effectue en presence d'azote liquide. La procedure de Volossiouk et al. (1995) a ete
suivie integralement, saufque 1'ADN resultant des 0,25 g de sol (poids humide) fut resuspendu
dans du TE, au lieu de 1'eau distillee sterile de la procedure originale. Par cette procedure,
1'ADN provenant des microorganismes d'un gramme de sol se retrouvait finalement dans 1 ml
de tampon TE.
1.3.4 La visualisation et la quantification de PADN extrait des microorganismes du sol
Tous les extraits d'ADN ont ete analyses grace a 1'electrophorese d'une partie des echantillons
sur un gel horizontal de 0,7% d'agarose ultrapure (United States Biochemical, Cleveland, Ohio,
USA) dans du tampon TBE 1 X (Sambrook et al., 1989). H est a noter que les fractions utilisees
pour Felectrophorese provenaient toutes d'extraits d'ADN ayant subi la purification par solvants,
tel que decrit a la section 1.3.6.1. Pour ce qui est de la quantification approximative des extraits
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d'ADN, elle a ete executee par comparaison de 1'intensite des bandes obtenues avec les bandes
de 1 |Lig du marqueur de poids moleculaire d'ADN du phage lambda digere par 1'endonuclease
HindHI (Pharmacia LKB Biotechnology Inc., Baie d'Urfe, Quebec, Canada).
1.3.5 L?obtention de PADN genomique des bacteries du genre Streptomyces
Les souches de Streptomyces etudiees ont ete isolees, par Faucher et al. (1992) ainsi que par
Goyer et al. (1996), a partir de tubercules de pommes de terre ou de carottes presentant des
symptomes de la gale commune. Les souches de S. scabies employees furent les suivantes : EF-
35, EF-46, EF-54, EF-56 et R90-8 (Goyer et ai, 1996; Paradis et al., 1994) ainsi que les souches
C-l et C-6 decrites par Goyer et al. (1996). Les souches de S. caviscabies etudiees sont EF-83,
EF-86, EF-87, EF-88, EF-92 et EF-95 (Faucher et al., 1995; Goyer et al., 1996). L'extraction
et la punfication de 1'ADN genomique de ces souches de S. scabies et S. caviscabies ont ete
effectuees suivant la procedure decrite par Hopwood et al. (1985). L'ADN genomique qui a ete
utilise dans ces travaux nous a ete gracieusement offert par Claudia Goyer, etudiante au doctorat
dans notre equipe de recherche.
1.3.6 La purification des extraits bruts d?ADN isoles des microorganismes du sol
Ces travaux se sont orientes sur une combinaison de trois methodes de purification : une
extraction par solvants et deux autres par chromatographie. H est a noter que la purification n'a
ete effectuee que sur les extraits d'ADN microbien provenant de deux des cinq protocoles
d'extraction etudies dans cette recherche; soit celui de Tsai et Olson (1991) ainsi que celui de
Treyorsetal. (1992).
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1.3.6.1 La purification par solvants organiques
Pour ce premier traitement, qui est base sur Ie protocole propose par Sambrook et al. (1989), 2
volumes de phenol sature en Tris-HCl (pH 8.0) ont ete ajoutes a 1'extrait brut d'ADN, ou a une
partie de 1'extrait, et Ie tout a ete brievement vortexe pour obtenir une emulsion. La mixture a
ete centrifugee a 6000 X g pendant 20 min et la phase aqueuse du dessus a ete collectee. Cette
procedure fut repetee a une autre reprise et ensuite 1 volume de phenol:chloroforme:alcool
isoamylique (25:24:1, v/v/v) a ete ajoute a la phase aqueuse collectee. Ce melange a ete
brievement vortexe et centrifuge a 6000 X g pour 20 min. Cette etape a, die aussi, ete repetee
et 1'extrait en resultant fut repurifie une fois de la meme fa9on avec un volume egal de
chloroforme:alcool isoamylique (24:1, v/v), apres quoi 1'ADN contenu dans 1'echantillon a ete
precipite avec 2,5 volumes d'ethanol a 95% contenant 0,3 M d'acetate de sodium pendant 4
heures a -20 °C. Le culot d'ADN a ete obtenu suite a une centrifugation de 20 min a 12000 X
g (4 °C) et, apres avoir ete lave a 1'ethanol a 70%, il a ete seche sous aspirateur rotatif (Savant
Speed vac SC 110; Fisher Scientific Ltd., Ottawa, Canada) et resuspendu dans 1 ml de tampon
TE. C'est une fraction de cette solution d'ADN qui a ensuite ete analysee par electrophorese sur
gel d'agarose pour realiser la comparaison des cinq differents protocoles d'extraction de 1'ADN
des microorganismes du sol (voir section 1.3.4).
1.3.6.2 Les purifications par chromatographies
1.3.6.2.1 La purification sur colonne de Sephadex G-200
La premiere des deux techniques de chromatographie est une purification par tamisage
moleculaire sur colonne de Sephadex G-200 (Pharmacia LKB Biotechnology Inc., Baie d'Urfe,
Quebec, Canada). Le protocole de cette purification, surtout utile pour debarrasser les extraits
d'ADN du sol des substances humiques, a ete elabore en reference a la procedure de Tsai et
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Olson (1992b). Les colonnes de purification ont ete preparees en remplissant des colonnes de
polypropylene sterilisees de 2 ml (Bio-spin Columns; BIO-RAD Laboratories Ltd., Mississauga,
Ontario, Canada) avec une preparation de Sephadex G-200 saturee avec du TE sterile. Les
colonnes ont subi une centrifugation de 5 min a 400 X g afin de permettre, apres Ie rejet du
tampon, un deuxieme remplissage de chacune avec la preparation de Sephadex G-200. Ensuite,
une autre centrifugation de 10 min a 400 X g a ete effectuee pour, encore une fois, soutirer
1'excedent de TE. Le volume de la matrice de migration de la colonne atteignait alors 1,5 ml
apres ces deux centrifugations. Par la suite, des aliquots de 50 (.il ont ete doucement deposes a
1'extremite de la matrice et, apres une periode de contact de 10 min entre les billes de la matrice
et la solution d'ADN, une centnfugation de 10 min a 400 X g a permis de recueillir Ie filtrat. D
est a noter qu'un tube Eppendorf de 1,5 ml fut fixe avec de la parafilm (American National Can,
Neenah, Wis., USA) a 1'extremite des colonnes pour faciliter la cueillette de 1'eluent et que
toutes les colonnes ont ete centrifugees dans des tubes coniques gradues de polypropylene de 50
ml (Falcon; Becton Dickinson, Mississauga, Ontario, Canada). Finalement, a cause d'une
quantite de TE toujours presente dans la colonne, Ie volume de filtrat excedait souvent les 50 pl
du depart. Une precipitation de 4 heures de 1'ADN avec 2,5 volumes d'ethanol a 95% contenant
0,3 M d'acetate de sodium a -20 °C a done ete rajoutee. Par la suite, Ie culot d'ADN a etc obtenu
par une centnfugation de 20 min a 12000 X g et, apres Ie lavage de celui-ci avec de 1'ethanol a
70% et son sechage sous aspirateur rotatif (Savant Speed vac SC 110; Fisher Scientific Ltd.,
Ottawa, Canada), il fut resuspendu dans 50 pl de TE.
1.3.6.2.2 La purification sur colonne de Chelex-100
La deuxieme technique de purification par chromatographie avait comme matrice de base une
resine echangeuse d'ions, soit Ie Chelex-100 (BIO-RAD Laboratories Ltd., Mississauga, Ontario,
Canada). Celle-ci, qui a ete citee dans des travaux recents de purification d'extrait d'ADN
provenant de sols amendes par des boues residuaires (Abbaszadegan etal., 1993; Straub et aL,
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1994, 1995), a etc utilisee specifiquement pour completer 1'elimination des acides humiques et
des metaux lourds contenus dans les extraits d'ADN. La methode de purification sur Chelex-100
a ete effectuee telle que decrite par Straub et al. (1994) sur certains extraits d'ADN du sol. Ce
protocole a ete respecte a 1'exception que les colonnes n'ont pas ete preparees dans des
seringues, mais dans les memes colonnes de polypropylene que celles utilisees pour la
purification sur Sephadex G-200; Ie volume final de resine atteignant 1,5 ml (0,45 g [poids see]).
Les centrifugations ont ete effectuees dans des tubes coniques de 50 ml en polypropylene par la
technique decrite ci-haut (section 1.3.6.2.1) et les filtrats resultant de cette purification ont
ensuite ete utilises pour les experiences de PCR. H est a noter que la validite des processus de
puriflcation est determinee par les efficacites d'amplification qu'ils entrament lors des reactions
de PCR. De plus, des comparaisons seront effectuees entre 1'efficacite d'amplification des
extraits d'ADN ayant subi les trois purifications et certains extraits d'ADN n'ayant pas ete
purifies sur une colonne de Chelex-100, et ce, pour des sols valorises et non valorises.
1.3.7 Les detections et les differenciations de microorganismes par la PCR
1.3.7.1 Les amorces utilisees pour les reactions de PCR
Dans ces travaux, trois paires d'amorces ont etc utilisees : une pour detecter E. coli, et deux
autres visant la detection et la differenciation de certaines especes du genre Streptomyces.
Le choix d'utiliser des amorces pour detecter E. coli a ete effectue en considerant que les
detections pouvaient etre appliquees a des extraits d'ADN provenant de sols ayant re9u des boues
residuaires, sols pouvant ainsi contenir des coliformes fecaux. Les deux oligonucleotides de 20
et 21 pb selectionnes ont ete rapportes pour la premiere fois par Bej et al. (1991a). Ceux-ci,
nommes UAL-754 (5'-AAAACGGCAAGAAAAAGCAG-3') et UAR-900 (5'-
ACGCGTGGTTACAGTCTTGCG-3'), sont homologues aux extremites d'une region de 0,147
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Kb du gene uidA d'Escherichia coli. En effet, la sequence de 1'oligonucleotide UAL-754 est
limitee par les paires de bases 754 et 773, et la sequence de 1'oligonucleotide UAR-900 est
limitee par les paires de bases 880 et 900, de la region 5'-terminale du gene uidA, qui code pour
la P-glucuronidase chez E. coli (Jefferson et al., 1986). B est a noter que cette paire d'amorces
permet la detection des cellules d'£. coli P-glucuronidase positives et negatives ainsi que de
quelques especes appartenant au genre Shigella. Elles ont ete utilisees dans ces travaux pour la
determination de la validite et du seuil minimal de detection de la methode developpee ainsi que
pour la verification de la presence possible de coliformes dans des sols amendes par des boues
six mois auparavant.
Deux autres paires d'amorces ont ete utilisees dans cette recherche. Celles-ci sont utiles pour
la detection de bacteries du genre Streptomyces, qui sont tres representees dans Ie sol. La
premiere paire d'amorces, decrite par Edwards et al. (1989), a ete utilisee pour 1'amplification
d'une sequence d'ADNr 16S de 1,53 Kb. Elle est constituee de deux oligonucleotides de 20
bases appeles pA (5t-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-31) et pH* (5'-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3'). Le deuxieme ensemble d'amorces utilise pour la
detection de Streptomyces a ete cree dans Ie cadre de cette recherche a partir de deux regions
conservees du gene amy, qui code pour la synthese d'un enzyme a-amylase produit par les
bacteries du genre Streptomyces. Les sequences d'acides amine qui ont servi a la synthese des
oligonucleotides sont basees sur les regions 2 et 4 rapportees dans les travaux de Vigal et al.
(1991). La sequence de nucleotides correspondant aux acides amines a ete identifiee a partir du
codon majoritaire de chaque acide amine rapporte dans 1'analyse genetique des patrons des
codons du genome des bacteries du genre Streptomyces elaboree par Wright et Bibb (1992).
Deux sondes degenerescentes de nucleotides ont ainsi ete creees; il s'agit de celle de 27 bases
identifiee MSTM-1L (5'-GGCTTCCG(CG)ATCGACGC(CG)GC(CG)AAGCAC-3') et celle de
18 bases identifiee MSTM-2C (5'-AAGCA(CG)CTGTTGGTGCTG-3'). H faut prendre note que
les degenerescences ont ete incluses dans les amorces lorsque deux codons majoritaires d'un
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acide amine etaient representes de fa^on relativement equivalente.
Les six oligonucleotides constituant les trois paires d'amorces ayant servi aux reactions de PCR
de ces travaux ont ete synthetises sur un support solide utilisant un synthetiseur d'ADN
automatique (Beckman Oligo 1000 DNA Synthesizer; Beckman Instrument Inc., Fullerton, Ca.,
USA). Les oligonucleotides ainsi obtenus ont ete purifies sur des micro-colonnes centrifugeables
contenant une matrice de Sephacryl S-200 (MicroSpin S-200 HR culumns; Pharmacia LKB
Biotechnology Inc., Bale d'Urfe, Quebec, Canada), tel que recommande par Ie manufacturier.
Par la suite, les amorces furent dosees par densite optique a 260 nm et leur concentration a ete
determinee a 1'aide de leur coefficient d'extinction molaire respectif.
1.3.7.2 Les reactions d?amplification par PCR
Les amplifications ont ete executees dans un incubateur cyclique automatise programmable
(DNA thermal cycler; Perkin-Elmer Cetus Corp., Mississauga, Ontario, Canada). Toutes les
reactions de PCR ont eu lieu dans des tubes microcentrifuges steriles de 0,5 ml en polypropylene
et les solutions finales ont etc recouvertes de 1001^1 d'huile minerale legere (Sigma No. M3516;
Sigma Chemical Co., St-Louis, Mis., USA) pour empecher Ie reflux ainsi que 1'evaporation.
L'enzyme utilisee pour la totalite de ces travaux fut 1'ADN polymerase Taq (Pharmacia LKD
Biotechnology Inc., Baie d'Urfe, Quebec, Canada) et Ie tampon de reaction 10 X pour PCR
employe etait foumi avec 1'enzyme. Celui-ci etait constitue de 500 mM KC1, de 15 mM MgC^
et de 100 mM Tris-HCl (pH 9,0 a 25 °C). Finalement, les dNTPs ayant sem aux experiences
provenaient du meme distributeur.
1.3.7.2.1 L?amplification a Paide des amorces UAL-754 et UAR-900 (detection d9E. coli)
Ces reactions de PCR ont ete effectuees a partir d'extraits d'ADN purifies, soit sur une colonne
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de Sephadex G-200, soit sur la combinaison des colonnes de Sephadex G-200 et de Chelex-100.
Les extraits d'ADN utilises dans cette partie des recherches avaient deux provenances. En effet,
dans Ie cas de la verification de la presence possible de coliformes fecaux, 1'ADN provenait du
sol non amende et des sols differemment amendes par des boues (voir section 1.3.1), tandis que
dans Ie cas de la determination du seuil minimal de detection de la technique d'amplification,
1'ADN provenait de ces memes sols qui avaient toutefois ete inocules avec des cellules d'E. coli
juste avant 1'extraction (voir les sections 1.3.1 et 1.3.2). Les amplifications ont etc realisees
selon Ie protocole decrit par Bej et al. (199 la) a 1'aide de 0,5 mM des amorces UAR-754 et
UAL-900 sur des aliquots d'ADN purifies de 10 pl et les volumes reactionnels ont ete completes
a 100 (il avec de 1'eau distillee sterile. Le cycle de la reaction de PCR inclus dans ce protocole
a toutefois ete modifie. Effectivement, la denaturation a 95 °C precedant les cycles a ete
effectuee pendant 5 min au lieu de 3 min et 1'autre denaturation cyclique d'une minute fut
realisee a 95 °C au lieu de 94 °C. De plus, Ie nombre total des cycles repetitifs a ete porte a 40,
comparativement a 25 pour Ie protocole original, et une etape d'incubation de 20 min a 72 °C
a ete ajoutee pour completer 1'extension des brins d'ADN amplifies. Finalement, pour agir
comme controle positifde la reaction, un tube contenant 1 j^g d'ADN d'E. coli JM 109, extrait
en parallele par la methode de Tsai et Olson (1991) decrite a la section 1.3.3.2, a ete ajoute
comme ADN cible a 1'experience.
1.3.7.2.2 L'amplification a Paide des amorces pA et pBT (detection de Streptomyces sp.)
Ces amplifications ont etc effectuees a partir de 200 ng d'ADN genomique provenant des
bacteries du genre Streptomyces ainsi qu'a partir d'aliquots de 10 (^1 d'un extrait d'ADN des
microorganismes d'un sol du campus de 1'Universite de Sherbrooke (Quebec, Canada) (voir
section 1.3.1), cet extrait d'ADN ayant ete purifie sur colonne de Sephadex G-200. Les
amplifications ont etc realisees dans une solution contenant 10 pl du tampon de reaction de PCR
mentionne ci-haut, 200 j^M de chaque dNTP, 100 pmol de chacune des amorces, 10% (v/v) de
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DMSO et 5 U d'ADN polymerase Taq, Ie tout dans un volume complete a 100 [il avec de 1'eau
distillee sterile. La procedure fut effectuee comme decrite par Mehling et al. (1995), a
1'exception que 1'enzyme utilisee n'a pas ete la «Vent DNA polymerase», mais bien la «Taq
DNA polymerase», et celle-ci a ete ajoutee au melange initial, et non pas apres la premiere
denaturation. De plus, cette denaturation de 5 min a ete effectuee a 95 °C et non a 98 °C comme
propose.
1.3.7.2.3 L?amplification a Paide des amorces MSTM-1L et MSTM-C2 (detection de
Streptomyces sp.)
Les reactions de PCR udlisant ces amorces se sont effectuees a partir de 12 ng d'ADN
genomique provenant des souches bacteriennes du genre Streptomyces ainsi qu'a partir
d'aliquots de 10 j^l d'un extrait d'ADN des microorganismes d'un sol du campus de FUniversite
de Sherbrooke (Quebec, Canada) (voir section 1.3.1), cet extrait d'ADN ayant ete purifie sur
colonne de Sephadex G-200. Les reactions ont ete realisees dans une solution contenant 10 (.il
de tampon de reaction de PCR cite precedemment, 200 ^iM de chaque dNTPs, 105 pmol de
chaque amorce et 2,5 U d'ADN polymerase Taq, Ie tout dans un volume complete a 100 |il avec
de 1'eau distillee sterile. Les cycles des amplifications ont eu lieu comme suit: tout d'abord,
1'ADN cible a ete denature a 95 °C pendant 5 minutes et ensuite, un total de 35 cycles repetitifs
out ete effectues. Chacun des cycles comportant une denaturation d'une minute a 95 °C, une
etape d'hybridation d'une minute a 55 °C permettant la fixation des amorces et une etape de
polymerisation d'une minute a 72 °C servant a 1'extension de FADN. De plus, une etape de 20
minutes a 72 °C a suivi les 35 cycles pour permettre de finaliser la polymerisation des brins
d'ADN nouvellement synthetises.
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1.3.7.3 La detection et la visualisation de PADN amplifie par PCR
Les produits d'ADN obtenus suite aux reactions de PCR ont ete detectes par 1'electrophorese,
sur un gel horizontal d'agarose (Agarose type U: medium EEO; Sigma Chemical Co., St-Louis,
Mis., USA), d'un aliquot de 10 |^1, done de 1/10 du volume des echantillons d'ADN amplifies
par PCR. Les migrations ont ete effectuees dans du tampon TBE 1 X sur des gels de 2%
d'agarose pour les experiences de detection d'27. coli et sur des gels de 1% d'agarose pour les





2.1 Les denombrements de la population bacterienne des sols ayant subi divers
amendements avec des boues residuaires (descriptions des resultats du volet 1)
L'objectif poursuivi dans ce premier volet etait de verifier si la population bacterienne du sol
augmentait ou diminuait par suite d'un deversement de boues d'epuration sur Ie sol. Pour ce
faire, un suivi par decomptes bacteriens a ete effectue sur quatre differentes series de traitements
d'epandage de boues. Les resultats ont ete obtenus a la suite de cinq prises de lecture effectuees
sur une periode de 190 jours (27 semaines) (Fig. 2).
Les resultats demontrent en premier lieu que dans chacun des sols valorises, Ie nombre total de
bacteries augmente considerablement pendant les deux premieres semaines et diminue ensuite
graduellement jusqu'a la 27e semaine. On remarque aussi, lors de cette derniere prise de
donnees, que Ie nombre de bacteries de chaque serie d'echantillons etait redescendu soit a sa
valeur originale, comme c'est Ie cas pour les traitements A et B, soit a une valeur legerement
superieure au denombrement de depart, comme dans Ie cas des traitements C et D. En effet,
apres 190 jours, les decomptes bacteriens des series C et D etaient respectivement de 6,43 X 105
et de 6,97 X 10 ufc/g de sol, comparativement a leur donnee de depart qui etait de 1,83 X 105
et 1,89 X 10 ufc/g de sol. On denote cependant, contrairement aux trois echandllons traites avec
des boues, que Ie nombre de bacteries a cesse d'augmenter apres la premiere semaine pour la
serie A, qui seryait de temoin. Dans ce cas, Ie plus haut taux de bacteries, soit 1,28 X 109 ufc/g
de sol, fut mesure apres la premiere semaine. Ensuite, une baisse du nombre de bacteries






















0 20 40 80 100 120 140 160 180 200
Tenps (jours)
Figure 2. Denombrements de la population bacterienne totale des sols sur une periode de
190 jours suivant divers amendements de boues residuaires
* Ces valeurs representent Ie pourcentage de la dose maximale d'epandage permise par Ie guide des bonnes pratiques
de valorisation agricole des boues de station d'epuration des eaux usees municipales du MENVIQ (1991b).
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On observe egalement, a la figure 2, que tous les sols ayant re9u des boues renfermaient des
concentrations de bacteries nettement plus elevees que celles du temoin et ce, des la premiere
lecture suivant Ie deversement des boues sur Ie sol, soit apres seulement deux jours. De plus,
ces concentrations bacteriennes atteignaient des sommets tres eleves, surtout apres 14 jours, alors
que 1'on note des quantites de bacteries variant de 1,22 X 10 ufc/g de sol (traitement B) a des
valeurs surpassant legerement les 1013 ufc/g de sol (traitements C et D), comparativement a 1,12
X 10 ufc/g de sol pour la serie temoin. Ces chiffres demontrent qu'apres la deuxieme semaine
suivant Ie deversement d'une quantite de boues equivalente a la dose de valorisation legale, Ie
nombre de bacteries etait 5000 fois plus eleve dans ce sol amende que dans Ie sol temoin. On
peut egalement noter que meme un deversement d'une quantite de boues aussi petite qu'elle
representait seulement 25% de la dose maximale permise, pouvait faire augmenter de fagon
importante Ie nombre de bacteries du sol. Effectivement, Ie taux bacterien du sol traite de la
sorte a augmente immediatement apres 1'amendement pour atteindre, apres deux semaines, un
niveau 100 fois plus eleve que Ie taux bacterien du sol non traite. Finalement, la comparaison
entre la population bacterienne du sol ayant re9U 25% de la dose de boues permise avec celle du
sol ayant re^u la quantite de boues maximale, semble indiquer que plus la quantite de boues
ajoutees sur Ie sol etait considerable, plus Ie nombre de bacteries dans Ie sol devenait eleve et
plus 1'augmentation de cette concentration bacterienne s'effectuait rapidement. Cependant, les
bacteries semblaient atteindre un certain seuil de developpement maximal puisque, lorsque la
quantite de boues deversee sur Ie sol etait superieure a la limite legale, les bacteries du sol
proliferaient a peu pres de la meme £09011 que celles presentes dans Ie sol ayant re^u la dose de
boues maximale permise.
2.2 Les denombrements des populations bacteriennes resistantes aux metaux lourds dans
les sols fertilises avec des boues residuaires (description des resultats du volet 2)
Comme 1'objectif de ce 2e volet etait de verifier si un amendement de boues residuaires pouvait
mener a une hausse notable de la population bacterienne resistante a un ou des metaux lourds,
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des decomptes bacteriens ont ete effectues sur cinq terres agricoles valorisees a differents temps
(voir la section 1.2.1 et Ie tableau 4). Les resultats, qui ont ete obtenus a la suite des
denombrements bacteriens sur sept milieux contenant un metal lourd different en exces, sont
representes sous forme d'histogrammes (Fig. 3 a 7).
Avant de passer a la description de cette partie des resultats, il est necessaire de mentionner que,
comme la proposition de cette etude etait de traiter la resistance a chacun des metaux lourds
d'une fagon separee et independante, il n'y aura aucune comparaison entre les decomptes des
sept differents types de populations bacteriennes resistantes a un metal lourd particulier. Cette
operation serait totalement inutile car, etant donne que les taux bacteriens ont ete mesures en
laboratoire sur des milieux selectifs differents pour chaque metal, des analyses entre les
populations bacteriennes resistantes a differents metaux seraient non pertinentes, puisqu'elles
n'auraient aucun denominateur commun. Cependant, il y aura deux types de descriptions
effectuees. Les premieres seront basees sur des comparaisons entre les denombrements des
bacteries du sol resistantes a chacun des metaux lourds des parcelles fertilisees et des parcelles
temoins d'un meme site, tandis que les autres semront a comparer les cinq sites a 1'etude et elles
ne concerneront que les taux des populations bacteriennes du sol resistantes au meme metal
lourd. Finalement, il est a noter que, lors des comparaisons de denombrements bacteriens, une
difference etaitjugee significative lorsque les marges d'ecart type des resultats concernes ne se
recoupaient pas. Ces marges d'ecart type sont representees sous forme de barre d'erreur dans
les figures 3 a 7 qui illustrent les resultats traites dans cette section.
2.2.1 La description comparative entre les denombrements de bacteries resistantes a
chacun des metaux lourds des parcelles fertilisees et des parcelles temoins de chaque
site d'etude
Apres la comparaison des concentrations des bacteries du sol resistantes aux divers metaux
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Figure 3. Denombrements des bacteries du sol resistantes a sept metaux lourds dans la
parcelle fertilisee et la parcelle temoin d'une terre agricole cinq ans apres son
amendement par des boues residuaires (site Lac Megantic A, fertilise en 1989)
Les bacteriesjugee^ resistantes sent celles qui ont formC des colonies sur les milieux decrits a la section 1.2.3.
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Figure 4. Denombrements des bacteries du sol resistantes1 a sept metaux lonrds dans to
parceUe fertilisee et la parceUe temoin d'une terre agricole trois ans apris son
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Figure 5. Denombrements des bacteries du sol rtsistantes' a sept metaux lourds dans la
parceUe fertiBsee et la parceUe temoin d'une terre agricote deux ans apris son
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Figure 6. Denombrements des bacteries du sol resistantes a sept metaux lourds dans la
parcelle fertilisee et la parcelle temoin d'une terre agricole un an apres son
amendement par des boues residuaires (site Princeville A, fertilise en 1993)
1 Les bacteriesjugees resistantes sont celles qui ont fonne des colonies sur les mUieux decrits a la section 1.2.3.
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Figure 7. Denombrements des bacteries du sol resistantes a sept metaux lourds dans la
parcelle fertilisee et la parcelle temoin d'une terre agricole un mois apres son
amendement par des boues residuaires (site Princeville B, fertilise en 1993 et en
1994)
Les bacteriesjugees resistantes sont celles qui out forme des colonies sur les milieux decrits a la section 1.2.3.
* Le milieu de reference servait aux decomptes des bacteries totales puisqu'il ne contenait aucun metal lourd.
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fertilisees sont rares. Cependant, des differences peuvent etre observees dans quelques cas,
comme ceux des bacteries resistantes au cadmium dans Ie sol des sites Lac Megantic A, B et C
(Fig. 3, 4 et 5) ainsi que celui des bacteries du sol resistantes au cobalt du site Princeville B
(Fig. 7). Dans chacune de ces situations, la parcelle temoin possedait un taux bacterien
equivalent a un peu plus du double de celui de la parcelle fertilisee. Toutefois, si on se base sur
les ecarts types des decomptes bacteriens, ces differences n'etaient pas significatives. D y a aussi
trois cas ou c'est Ie sol des parcelles valorisees qui avait une concentration de bacteries
resistantes a un metal lourd superieure au sol des parcelles temoins. Deux de ces cas se
retrouvent a la figure 6, qui illustre les resultats du champs Princeville A, fertilise un an avant
la cueillette d'echantillons. Sur ce site en effet, les bacteries resistantes au cadmium et au
molybdene etaient environ deux fois plus nombreuses dans Ie sol de la parcelle amendee par des
boues que dans Ie sol de la parcelle temoin. La troisieme situation ou la concentration
bacterienne du sol etait plus elevee dans la parcelle fertilisee que dans la parcelle non fertilisee
etait sur Ie site identifie Prince ville B (Fig. 7). Cette hausse d'un peu plus du double fut detectee
dans Ie cas de la resistance des bacteries au cadmium de ce site qui n'avait re9u des boues qu'un
mois avant 1'echantillonnage. Cependant, comme ce fut Ie cas pour les quatre premieres
observations de cette section, ces hausses de concentration bacterienne entre les parcelles traitees
et temoins n'etaient pas significatives. Done, la constatation la plus importante que ces resultats
permettent est que, dans les cinq sites selectionnes, couvrant une periode de postfertilisation
variant d'un mois a cinq ans, il n'y a eu aucune variation significative dans les concentrations
des populations de bacteries totales et dans les concentrations des populations de bacteries
resistantes aux sept metaux lourds entre les parcelles fertilisees et les parcelles temoins.
2.2.2 La description comparative entre les denombrements des bacteries resistantes au
meme metal lourd dans 1c sol des cinq sites (Tetude
La toute premiere et la plus importante constatation pouvant etre faite lorsque 1'on observe les
decomptes des populations bacteriennes est qu'il n'y a pas eu de differences notables dans la
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majorite des taux de bacteries resistantes a un meme metal lourd d'un champs a 1'autre. B y a
cependant quelques exceptions, comme c'est Ie cas pour les bacteries resistantes au cadmium des
deux champs de la municipalite de Princeville (Fig. 6 et 7). En effet, on remarque dans ces sols
que les bacteries etaient en concentrations superieures, par des facteurs variant de 3X allant
memejusqu'a plus de 20X dans certains cas, par rapport a celles qui etaient presentes dans Ie sol
des trois autres terrains de la municipalite de Lac Megantic (Fig. 3, 4 et 5). Un phenomene
semblable fut observable dans les memes sols dans Ie cas des bacteries resistantes au molybdene.
Cependant, dans ec cas-ci, les concentrations bacteriennes resistantes au molybdene dans les sols
des sites Princeville A et B etaient superieures a celles des trois autres champs a 1'etude par des
facteurs variant de pres de 3X a plus de 12X. On remarque aussi, dans Ie sol du site Lac
Megantic B (Fig. 4), que les nombres des bacteries resistantes au zinc et au selenium etaient de
beaucoup inferieurs a ceux de certains autres champs. Effectivement, les bacteries du sol du
champs Lac Megantic B resistantes au zinc, qui est Ie metal lourd amenant Ie plus de variations
dans cette etude, etaient en concentration plus faible que dans les quatre autres sols a 1'etude.
Cette concentration etait plus faible par des facteurs legerement superieurs a 3X,
comparativement a celle du site Lac Megantic A (Fig. 3), et allantjusqu'a des facteurs de 18X
lorsque comparee a la concentration bacterienne du terrain Princeville B (Fig. 7). En ce qui a
trait aux bacteries du sol resistantes au selenium de ce champs Lac Megantic B, elles etaient de
3 a 5 fois moins representees que dans les deux sites de Princeville (Fig. 6 et 7). Par ailleurs,
lorsque 1'on s'attarde aux concentrations bacteriennes mesurees sur les milieux de reference,
representant les bacteries totales ayant pousse sans aj out de metaux lourds et, par consequent les
decomptes les plus eleves, on s'aper^oit que ces concentrations etaient significativement plus
basses dans Ie sol du site Lac Megantic B que dans Ie sol des quatre autres sites. En effet, ces
concentrations avaient des valeurs d'environ 7,0 X 10 ufc/g de sol pour Ie champs Lac Megantic
B (fig. 4), tandis que pour les sites Lac Megantic C et A, les taux bacteriens respectifs etaient de
deux a trois fois plus importants, avec des valeurs frolant les 1,4 X 10 ufc/g de sol pour Ie
terrain Lac Megantic C (fig. 5), et allantjusqu'a 2,3 X 108 ufc/g de sol dans les parcelles du site
Lac Megantic A (fig. 3). Finalement, ce sont les sols de la municipalite de Princeville (fig. 6 et
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7), qui possedaient les concentrations de bacteries totales les plus elevees avec des
denombrements surpassant les 3,0 X 108; ces valeurs etaient done plus de quatre fois superieures
a celles du site Lac Megantic B.
2.3 Le developpement cTune technique efficace de detection microbienne pour des sols
ayant re^u un epandage de boues residuaires, la verification de la presence possible
de coliformes dans des sols amendes et la differenciation de certaines especes
bacteriennes du genre Streptomyces (description des resultats du volet 3)
2.3.1 Resultats obtenus des cinq protocoles d'extraction de PADN des microorganismes
du sol experimentes
L'extraction de 1'ADN des microorganismes du sol etait la premiere etape a considerer pour
P elaboration de la technique de detection microbienne. Pour selectionner un protocole efficace
et adequat, cinq protocoles ont ete experimentes dans Ie cadre de ces travaux.
Les cinq methodes utilisees pour isoler 1'ADN des microorganismes du sol ont produit des
extraits bruts d'ADN contenant beaucoup de substances humiques, comme en temoignait leur
couleur brunatre. En effet, tous les extraits, a 1'exception de celui obtenu grace a la technique
de Trevors etal. (1992), etaient des mixtures de couleurs allant du brun fonce au brun noiratre
quasiment opaque. Quant a 1'extrait provenant du protocole de Trevors et al. (1992), il arborait,
contrairement aux autres, une robe plus pale, se rapprochant plus du beige que du brun.
On peut visualiser 1'ADN extrait des microorganismes du sol par les differents protocoles sur
la photographic du gel d'agarose illustree a la figure 8. A 1'aide de cette figure, il est possible
de determiner quel protocole est Ie plus efficace. Pour ce faire, il s'agit de comparer les cinq
extraits bruts d'ADN pour voir s'ils different les uns des autres, soit par leur concentration en
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taille des brins d'ADN des microorganismes du sol provenant des divers protocoles. La premiere
constatation qu'il a ete possible d'effectuer, c'est que 1'ADN obtenu en suivant la methode de
Tsai et Olson (1991) comprenait les plus gros fragments. En effet, la majeure partie de 1'ADN
extrait par ce protocole avait une taille d'environ 23 Kb. Les techniques d'extraction d'ADN de
Bmce et ai (1992) et de Trevors et al. (1992) ont aussi mene a 1'obtention de brins d'ADN de
grande taille, avec des fragments d'ADN surtout situes au-dessus de la barre des 9,4 Kb. Les
deux protocoles qui ferment la marche avec 1'ADN Ie plus fragmente sont les protocoles de
Volossiouk et al. (1995), avec de 1'ADN d'une taille surtout comprise entre 3 et 0,5 Kb, et de
Steffan et Atlas (1988), dont la plupart des fragments d'ADN isoles etaient d'environ 1,5 Kb.
L'autre type de comparaisons interessantes pouvant etre effectue grace a la photographic
representee a la figure 8 se situe au niveau de la concentration en ADN des differents extraits.
En effet, comme la concentration des echantillons de 1'electrophorese est en rapport direct avec
la quantite totale d'ADN obtenue par les methodes d'extraction experimentees, il est possible
d'evaluer les rendements respectifs de chacune d'entre elles. D est important de mentionner
qu'etant donne que la quantification des concentrations d'ADN etait determinee par une
comparaison entre 1'intensite des bandes des extraits d'ADN avec celles du marqueur de poids
moleculaire d'ADN de lambda digere par HindIQ., les rendements ainsi determines sont
approximatifs et Us ne servent qu'a determiner un ordre de grandeur. Get ordre de grandeur est
assez evident sur la photographic de 1'electrophorese (fig. 8) puisque Ie volume des fractions
deposees sur Ie gel etait calcule de fa^on a ce que chacun des extraits represente 1'ADN
provenant d'une quantite identique de sol, ceci dans Ie but de faciliter la comparaison entre eux.
H y a cependant une exception, dans Ie cas du protocole de Steffan et Atlas (1988) (fig. 8, puits
2), ou la fraction migratoire provenait d'une quantite de sol dix fois plus importante que celle des
quatre autres extraits. Par consequent, si la fraction de 1'extrait d'ADN deposee sur Ie gel avait
ete la meme que dans les quatre autres cas, 1'ADN visualise dans ce puits de migration aurait ete
visible en intensite dix fois moindre que celui observe presentement. Lorsque 1'on compare
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1'intensite des cinq extraits d'ADN de la figure 8, un des premiers constats pouvant etre fait est
que Ie protocole de Tsai et Olson (1991) figure encore en tete de file. En effet, ce protocole est
celui qui semble Ie plus efficace, avec un rendement obtenu d'environ 12 pg d'ADN/g de sol.
II est suivi par la technique de Trevors et al. (1992), avec la demonstration d'un rendement
approximatif de 8 a 9 j-ig d'ADN/g de sol, et de Bruce et al. (1992) qui a permis 1'isolement
d'environ 4 a 6 |ng d'ADN/g de sol. Quant a la methode proposee par Volossiouk et al. (1995),
qui a la concentration la plus difficile a evaluer etant donne la presence d'une trainee («smear»)
sans bande distincte sur la photographic, elle a demontre un rendement cotoyant les 3 pg
d'ADN/g de sol. Finalement, c'est la technique d'extraction indirecte de Steffan et Atlas qui a
mene a 1'extraction de la plus faible quantite d'ADN des microorganismes du sol, avec un taux
d'a peu pres 0,7 a 1 |Lig d'ADN/g de sol.
2.3.2 Resultats obtenus des trois methodes utilisees pour purifier les extraits bruts d?ADN
isoles des microorganismes du sol
La deuxieme etape de ce volet de la recherche visait a purifier adequatement 1'ADN microbien
obtenu pour permettre son amplification par PCR. Trois methodes de purification, dont une
extraction par solvants et deux autres par chromatographie, ont done ete combinees et
experimentees sur les extraits d'ADN des microorganismes du sol obtenus des deux protocoles
les plus prometteurs, soit celui de Tsai et Olson (1991) et celui de Trevors et al. (1992).
La constatation majeure qui resulte de ce processus de purification est que les extraits d'ADN
des microorganismes du sol ayant subi cette triple purification ont perdu leur couleur brunatre
et sont devenus d'apparence claire et limpide. En effet, deja apres 1'etape d'extraction par Ie
phenol et Ie chloroforme, bon nombre de contaminants avaient ete elimines, comme en font foi
les couleurs des echantillons qui avaient perdu beaucoup de leur intensite. Toutefois, c'est
pendant la chromatographie sur colonne de Sephadex G-200 que les extraits d'ADN semblent
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avoir ete Ie plus purifies. Effect! vement, les extraits d'ADN ayant passe a travers des colonnes
de Sephadex G-200 ont laisse la quasi-totalite de leurs particules contaminantes de couleur dans
la colonne. Les filtrats obtenus apres cette etape etaient devenus clairs ou arboraient une legere
teintejaune pale. Ces quelques rares echantillons, legerement teintes, provenaient tous d'extraits
obtenus par la methode proposee par Tsai et Olson (1991). Quant a eux, les filtrats des extraits
produits par Ie protocole de Trevors et al. (1992), qui presentaient apres 1'extraction une couleur
deja beaucoup plus pale que tous les autres, etaient tous devenus limpides. Finalement, c'est la
deuxieme etape de purification par chromatographie, soit celle comportant une matrice de
Chelex-100, qui se devait de completer la purification. Par suite du passage des echantillons
dans ces colonnes, aucun d'entre eux ne contenait des particules contaminantes apparentes. n
est done tres probable que les echantillons purifies par cette triple combinaison aient etc
debarrasses des substances humiques ainsi que des autres impuretes qu'ils contenaient. C'est
cependant grace aux essais cTamplification par PCR, dont les resultats sent decrits a la section
2.3.3.1, que Pefficacite des purifications a ete verifiee. Parallelement, une comparaison a ete
effectuee entre 1'efficacite d'amplification de certains echantillons ayant subi les trois
purifications et de d'autres echantillons n'ayant pas ete purifies sur colonne de Chelex-100 et ce,
sur des extraits d'ADN provenant de sols valorises et non valorises.
2.3.3 Resultats de detections et de differenciations de microorganismes par la PCR
2.3.3.1 Resultats concernant la determination du seuil minimal de detection et la validite
de la technique de detection microbienne developpee
Pour determiner si la technique de detection de microorganismes mise au point etait adequate et
a quel point elle etait efficace, plusieurs essais d'amplification par PCR ont ete executes. Ces
experiences ont ete menees a 1'aide des amorces UAL-754 et UAR-900 (voir sections 1.3.7.1 et
1.3.7.2.1) sur 1'ADN des microorganismes du sol obtenu par les protocoles de Tsai et Olson
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(1991) et de Trevors et al. (1992). Les sols amendes et non amendes utilises dans cette partie de
1'etude avaient ete inocules par des cellules cibles d'Escherichia coli JM 109 (voir section 1.3.2).
En premier lieu, des essais de PCR ont etc realises sur des extraits d'ADN microbien provenant
de sols non amendes par des boues residuaires. Ces experiences visaient a comparer 1'efficacite
de detection microbienne generee par des extraits d'ADN obtenus par Ie protocole de Tsai et
Olson (1991), par rapport a celle generee par des extraits d'ADN obtenus par Ie protocole de
Trevors et al. (1992). De plus, dans les deux cas, des amplifications ont ete effectuees sur des
extraits d'ADN ayant subi les trois purifications proposees et sur d'autres extraits d'ADN qui
n'avaient pas ete purifies sur colonne de Chelex-100. Les resultats de ces amplifications par
PCR sont illustres aux figures 9et 10. Ces figures indiquent, premierement, qu'avec les amorces
utilisees, un resultat d'amplification positifetait represente par Papparition d'une bande unique
de 147 pb et, plus Ie nombre de cellules cibles presentes dans 1'echantillon etait grand, plus cette
bande etait importante. On remarque aussi, en comparant les photographies A et B des figures
9 et 10, qu'il n'y a pas de difference entre 1'efficacite d'amplification generee par les extraits
obtenus des deux techniques d'extraction microbienne. En effet, Ie seuil minimal de detection
microbienne ne differait pas selon que 1'ADN ait ete obtenu par la methode de Tsai et Olson
(1991) ou par la methode de Trevors et al. (1992). Ce seuil minimal de detection microbienne
etait aussi Ie meme entre les echantillons ayant traverse completement la triple purification (fig.
10) et les echantillons n'ayant pas subi la purification supplementaire sur Chelex-100 (fig. 9).
Effectivement, dans un cas comme dans 1'autre, et peu importe lequel des deux protocoles
d'extraction d'ADN etait utilise, la densite minimale qui permettait une detection microbienne
etait de 500 cellules d'E. coli/g de sol.
Dans un deuxieme temps, des experiences d'amplification par PCR ont ete realisees sur des
extraits d'ADN microbien provenant de sols amendes par trois differentes doses de boues









Figure 9. Electrophorese des produits cTune amplification par PCR realisee avec les
amorces UAL-754 et UAR-900 sur des extraits d?ADN microbien, non purifies
par Chelex-100, qui provenaient d'un sol non amende par des boues residuaires
et inocule par des cellules cibles
Gel A: ADN microbien extrait du sol par Ie protocole de Tsai et Olson (1991)
Gel B: ADN microbien extrait du sol par Ie protocole de Trevors et al. (1992)
1: Marqueur de poids moleculaire (echelle d'ADN de 1 Kb)
2: Temoin negatif - ADN microbien extrait d'un sol non inocule avec des cellules d'£. coli
3: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 100 000 cellules d'£. colilg de sol
4: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 10000 cellules d'£. coli/g de sol
5: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 1000 cellules d'E. colilg de sol
6: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 500 cellules d'£. coli/g de sol
7: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 250 cellules d'E. colilg de sol









Figure 10. Electrophorese des produits d?une amplification par PCR realisee avec les
amorces UAL-754 et UAR-900 sur des extraits d?ADN microbien, purifies par
Chelex-100, qui provenaient d?un sol non amende par des boues residuaires et
inocule par des cellules cibles
Gel A: ADN microbien extrait du sol par Ie protocole de Tsai et Olson (1991)
Gel B: ADN microbien extrait du sol par Ie protocole de Trevors et al. (1992)
1: Marqueur de poids moleculaire (echelle d'ADN de 1 Kb)
2: Temoin negatif - ADN microbien extrait d'un sol non inocule avec des cellules d'E .coli
3: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 100 000 cellules d'£. colilg de sol
4: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 10000 cellules d'£. colilg de sol
5: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 1000 cellules d'E. colilg de sol
6: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 500 cellules d'E. colilg de sol
7: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 250 cellules d'E. colilg de sol




Figure 11. EIectrophorese des produits cTune amplification par PCR realisee avec les
amorces UAL-754 et UAR-900 sur des extraits d'ADN microbien*, non purifies
sur colonne de Chelex-100, qui provenaient de sols differemment amendes par
des boues residuaires et inocules par des cellules cibles
Gel A: ADN isole d'un sol ayant re^u des boues representant 25% de la dose maximale
Gel B: ADN isole d'un sol ayant re9u des boues representant 100% de la dose maximale
Gel C: ADN isole d'un sol ayant re^u des boues representant 120% de la dose maximale
1: Marqueur de poids moleculaire (echelle d'ADN de 1 Kb)
2: Temoin negatif - ADN microbien extrait d'un sol non inocule avec des cellules d'E. coli
3: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 100 000 cellules d'£. colilg de sol
4: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 10000 cellules d'E. coli/g de sol
5: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 1000 cellules d'E. coli/g de sol
6: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 500 cellules d'E. colilg de sol
7: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 250 cellules d'E. coli/g de sol
8: Temoin positif - produit d'amplification obtenu a partir d' 1 ^ig d'ADN de E. coli JM 109
* Les extraits d'ADN microbien de ces experiences ont ete obtenus par Ie protocole de Trevors et al. ( 1992).
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Figure 12. Electrophorese des produits d?une amplification par PCR realisee avec les
amorces UAL-754 et UAR-900 sur des extraits d?ADN microbien*, purmes sur
colonne de Chelex-100, qui provenaient de sols differemment amendes par des
boues residuaires et inocules par des cellules cibles
Gel A: ADN isole d'un sol ayant re^u des boues representant 25% de la dose maximale
Gel B: ADN isole d'un sol ayant re^u des boues representant 100% de la dose maximale
Gel C: ADN isole d'un sol ayant re^u des boues representant 120% de la dose maximale
1: Marqueur de poids moleculaire (echelle d'ADN de 1 Kb)
2: Temoin negatif - ADN microbien extrait d'un sol non inocule avec des cellules d'£. coll
3': ADNmicrobien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 100 000 cellules d'E. coli/g de sol
4: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 10000 cellules d'£. co U/g de sol
5: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 1000 cellules d'£. coli/g de sol
6: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 500 cellules d'£. coli/g de sol
7: ADN microbien extrait d'un sol ayant ete inocule avec 250 cellules d'E. colilg de sol
8': Temoinpositif - produit d'amplification obtenu a partir d' 1 [Ag d'ADN de E. coli JM 109
* Les extraits d'ADN microbien de ces experiences ont ete obtenus par Ie protocole de Trevors et al. ( 1992).
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microbienne generee par des extraits d'ADN obtenus de ces differents sols et ce, apres avoir subi
soit une purification sans chromatographie sur colonne de Chelex-100, soit une purification
complete. On retrouve done, sur les photographies des figures 11 et 12, la bande de 0,147 Kb
representant la confirmation d'une amplification par PCR et qui est, encore ici, variable en
importance selon Ie nombre de cellules cibles inoculees dans Ie sol. U est aussi possible de
constater sur ces figures que les seuils minimaux de detection microbienne different selon la
quantite de boues ajoutee sur Ie sol de provenance de 1'extrait d'ADN. En effet, plus la quantite
de boues ajoutee sur Ie sol etait considerable, moins la technique de detection etait sensible et
plus Ie seuil minimum de detection microbienne etait eleve. Toutefois, 1'etape de purification
sur colonne de Chelex-100 a augmente significativement Pefficacite des detections microbiennes
comme en temoigne la figure 12, ou les seuils minimaux de detection sont plus bas qu'a la figure
11, sur laquelle les extraits d'ADN microbien n'avaient pas ete purifies par ce type de
chromatographie. U n'y a que Ie seuil minimal de detection microbienne de 1'extrait d'ADN
provenant du sol n'ayant regu que 25% de la dose de boues maximale permise (fig. 11-A et 12-
A) qui est reste Ie meme, soit de 500 cellules d'E. colilg de sol. Quant aux autres seuils
minimaux de detection, par suite de la purification sur Chelex-100, Us sont passes de 1000 a 500
cellules d'E. coli/g, de sol, dans Ie cas de 1'ADN microbien isole du sol ayant regu une quantite
de boues equivalent a 100% de la dose maximale permise (fig. 11-B et 12-B), et de 10000 a 1000
cellules d'£. coli/g de sol, dans Ie cas de 1'isolat provenant du sol amende avec une quantite de
boues representant 120% de la dose maximale permise (fig. 11-C et 12-C).
2.3.3.2 Resultats concernant la verification de la presence possible de coliformes dans les
sols amendes par des boues residuaires
Pour determiner si des coliformes sont toujours presents dans 1c sol apres un amendement de
boues residuaires, des essais d'amplification par PCR ont ete effectues sur de 1'ADN extrait des
microorganismes de quatre sols differemment amendes (voir section 1.3.1) et ce, six mois apres
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que les amendements aient etc effectues. Ces extraits d'ADN, qui ont ete amplifies par PCR
grace aux amorces UAL-754 et UAR-900, avaient prealablement subi la triple purification
detaillee a la section 1.3.6. Les resultats de ces amplifications sont representes par Ie gel
d'agarose illustre a la figure 13. Sur cette photographie, il est possible de visualiser, dans les
puits 5 et 6, une bande de 147 pb confirmant une detection positive. Ces puits representent des
echantillons d'extraits d'ADN microbien provenant de sols ayant re^u des quantites de boues
respectives equivalentes a 100% et a 120% de la dose maximale permise (MENVIQ, 1991b).
En effet, des detections positives de coliformes ont ete realisees dans les deux sols ayant regu les
plus importants amendements de boues residuaires, contrairement au sol qui n'a ete amende que
par une quantite de boues representant 25% de la dose maximale permise, ou aucune bande ne
peut etre visualisee. Finalement, on peut remarquer que la bande amplifiee par PCR est tres
faible et beaucoup mains importante dans Ie cas de 1'extrait d'ADN provenant du sol amende par
la quantite maximale de boues permise que dans Ie cas de Fextrait d'ADN microbien isole du
sol ayant regu la quantite de boues qui depassait de 20% la norme reglementaire.
2.3.3.3 Resultats concernant la detection et la differenciation de certaines bacteries du
genre Streptomyces
Des amplifications par PCR ont ete realisees sur de 1'ADN genomique de differentes souches de
S. scabies et de S. caviscabies ainsi que sur de 1'ADN extrait des microorganismes du sol par les
protocoles de Tsai et Olson (1991) et de Trevors et al. (1992). Ces experiences de PCR
poursuivaient deux objectifs. Le premier visait a determiner si, grace aux amorces pA et pFT
ainsi que MSTM-1L et MSTM-2C, une differenciation par PCR pouvait etre effectuee entre les
souches de Streptomyces etudiees. Le deuxieme objectif consistait a venfler s'il etait possible,








Figure 13. Electrophorese des produits (Tune amplification par PCR realisee avec les
amorces UAL-754 et UAR-900 sur de PADN microbien extrait, par Ie protocole
de Trevors et al. (1992)*, de sols differemment amendes par des boues
residuaires
1: Marqueur de poids moleculaire (echelle d'ADN de 1 Kb)
2: Temoin negatif - Reaction de PCR en absence d'ADN microbien
3: ADN microbien extrait d'un sol n'ayant pas re^u de boues residuaires
4: ADN isole d'un sol ayant regu des boues representant 25% de la dose maximale permise
5: ADN isole d'un sol ayant re9u des boues representant 100% de la dose maximale permise
6: ADN isole d'un sol ayant regu des boues representant 120% de la dose maximale permise
7: Temoin positif - produit d'amplification obtenu a partir d' 1 ^ig d'ADN de E. coli JM 109
* L'ADN fut extrait des microorganismes des sols six mois apres les amendements de ceux-ci avec des boues
residuaires.
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Avant d'analyser les resultats, il est a noter que, pour verifier la reproductibilite du systeme de
detection, toutes les experiences de differenciation par PCR ont ete repetees deux fois ou plus.
Les produits de PCR obtenus par les reactions subsequentes etaient toujours presque identiques
aux fragments visualises a la suite de la premiere reaction. Cela indique que les patrons
d'ampliflcation generes lors de ces travaux sont reproductibles. Les resultats des amplifications
par PCR realisees avec les amorces pA et pKT sur 1'ADN des souches bacteriennes du genre
Streptomyces sont illustres a la figure 14. Ces resultats demontrent premierement que des
amplifications ont eu lieu avec les 13 extraits d'ADN genomique et que, dans chacun des cas,
Ie produit de PCR de loin Ie plus dominant est represente par une bande de 1,53 Kb. De plus,
1'electrophorese permet de distinguer un ou quelques autres petits fragments dans tous les puits
de migration. Mis a part les faibles trainees («smear») representant des polymerisations
prolongees ou partielles, ces produits secondaires etaient d'une taille plus petite que Ie fragment
d'amplification principal de 1,53 Kb et, dans chaque cas, un fragment de 0,55 Kb d'intensite plus
ou moins forte etait present. On peut remarquer que tous les extraits d'ADN de S. caviscabies
ont mene aux memes produits d'amplification par PCR (fig. 14, puits 2 a 7). Pour ce qui est des
patrons d'amplification des souches de S. scabies (fig. 14, puits 9 a 15), quoique tres semblables,
ils different legerement de 1'un a 1'autre. Ces resultats permettent done d'affirmer que les
patrons d'amplification, realises avec les amorces pA et pIT sur 1'ADN des extraits d'ADN
genomique de differentes souches de Streptomyces, sont identiques, comme c'est Ie cas pour
toutes les souches de S. caviscabies, ou ne comportent que quelques differences mineures entre
eux.
Les resultats illustres a la figure 15 concernent aussi les experiences de differenciation
bacterienne de Streptomyces mais, cette fois-ci, les amplifications avaient ete realisees avec les
amorces MSTM-1L et MSTM-2C. La photographic du gel d'electrophorese demontre bien que
cette paire d'amorces a mene a la formation de plusieurs produits de PCR differents. On
remarque toutefois que les resultats d'amplification de 1'ADN des six souches de S. caviscabies,
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Figure 14. Electrophorese des produits d'une amplification par PCR realisee avec les
amorces pA et pH* sur de PADN genomique de plusieurs souches bacteriennes
des especes S. scabies et S. caviscabies
1: Marqueur de poids moleculaire (echelle d'ADN de 1 Kb)
2: ADN genomique de S. caviscabies EF-83
3: ADN genomique de S. caviscabies EF-86
4: ADN genomique de S. caviscabies EF-87
5: ADN genomique de S. caviscabies EF-88
6: ADN genomique de S. caviscabies EF-92
7: ADN genomique de S. caviscabies EF-95
8: Marqueur de poids moleculaire (echelle d'ADN de 1 Kb)
9: ADN genomique de S. scabies EF-35
10: ADN genomique de S. scabies R90-8
11: ADN genomique de S. scabies EF-46
12: ADN genomique de S. scabies EF-54
13: ADN genomique de S. scabies EF-56
14: ADN genomique de S. scabies C-l
15: ADN genomique de S. scabies C-6
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Figure 15. Electrophorese des produits d?une amplification par PCR realisee avec les
amorces MSTM-1L et MSTM-2C sur de 1'ADN genomique de plusieurs
souches bacteriennes des especes S. scabies et S. caviscabies
1: Marqueur de poids moleculaire (echelle d'ADN de 1 Kb)
2: Temoin negatif - Reaction de PCR en absence d'ADN bacterien
3: ADN genomique de S. caviscabies EF-83
4: ADN genomique de S. caviscabies EF-86
5: ADN genomique de S. caviscabies EF-87
6: ADN genomique de S. caviscabies EF-88
7: ADN genomique de S. caviscabies EF-92
8: ADN genomique de S. caviscabies EF-95
9: ADN genomique de 5'. scabies EF-35
10: ADN genomique de S. scabies R90-8
11: ADN genomique de S. scabies EF-46
12: ADN genomique de S. scabies EF-54
13: ADN genomique de S. scabies EP-56
14: ADN genomique de S. scabies C-l
15: ADN genomique de S. scabies C-6
16: Marqueur de poids moleculaire (0,5 |j.g d'ADN de OX-174 RF digere par Hae-]S)
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dont les bandes importantes se situent entre 0,9 et 1,4 Kb, sont pratiquement les memes. En
effet, meme si 1'intensite des fragments d'ADN varie d'un cas a 1'autre et que quelques tramees
(«smear») plus ou moins grandes sont presentes dans certains puits (exemple fig. 15, puits 4), les
patrons produits par 1'amplification de 1'ADN des souches de S. caviscabies sont identiques.
Toutefois, dans quelques rares experiences de differenciation de S. caviscabies par PCR, la
bande de 1,4 Kb etait absente et une autre bande de poids moleculaire moindre que 0,9 Kb
pouvait apparaitre (exemple puits 3, fig. 16 B). Cependant, lorsque cela se produisait, ces legeres
modifications etaient presentes dans les resultats d'amplification des extraits d'ADN de chaque
souche de S. caviscabies, de sorte que leurs patrons d'amplification restaient tout de meme
identiques. La constatation est tout autre en ce qui a trait aux produits de PCR generes par les
extraits d'ADN genomique des souches de S. scabies. Effect! vement, la figure 15 nous demontre
que les patrons d'amplification de ces extraits d'ADN sont differents les uns des autres et que
aucun d'entre eux ne ressemble aux patrons produits par les souches de S. caviscabies. On peut
aussi remarquer que les extraits d'ADN des souches de S. scabies menaient a des produits
d'amplification ou il n'y avait qu'une ou deux bandes majoritaires, comparativement a quatre
dans Ie cas de 1'amplification de 1'ADN extrait des souches de S. caviscabies. En resume,
mentionnons que les resultats representes a la figure 15 demontrent que les patrons
d'amplification, obtenus a 1'aide des amorces MSTM-1L et MSTM-2C, sont identiques et tres
caracteristiques pour les souches de S. caviscabies, alors qu'ils montrent de nettes differences
lorsque compares avec les patrons des souches de S. scabies, ceux-ci etant distincts les uns des
autres.
La troisieme et derniere partie de cette section concerne les detections de bacteries du genre
Streptomyces presentes dans Ie sol. Les resultats de ces experiences sont illustres a la figure 16.
Ces photographies permettent de constater que les deux protocoles d'extraction d'ADN des
microorganismes du sol out produit des extraits pouvant etre amplifies efficacement avec les











PCR sont toutefois differents selon la paire d'amorces utilisee. Dans Ie cas des amplifications
realisees a 1'aide des amorces pA et pW, une petite bande de 1,1 Kb et une bande dominante de
1,53 Kb confirment la presence de cellules cibles dans Ie sol (puits 5 et 6, fig. 16-A). En effet,
la bande de 1,53 Kb represente un signal positif de detection bacterienne qui correspond
exactement au fragment principal resultant de 1'amplification de 1'ADN genomique des souches
de S. caviscabies et de S. scabies (puits 3 et 4, fig. 16-A). La faible bande de 1,1 Kb pourrait,
tout comme celle de 1,53 Kb, etre attribuable a la detection de bacteries du genre Streptomyces,
puisqu'elle semble etre identique a une bande de meme taille presente dans Ie patron
d'ampliflcation de 1'ADN genomique de S. caviscabies (puits 3, fig. 16-A). Toutefois, les autres
bandes de poids moleculaire inferieur a 1,0 Kb, faisant partie des patrons d'amplification d'ADN
genomique de S. scabies et de S. caviscabies (puits 3 et 4, fig. 16-A), sont absentes des produits
d'amplification generes par les extraits d'ADN des microorganismes du sol. On peut egalement
remarquer, sur la photographie A de la figure 16, que les produits obtenus par 1'amplification des
extraits d'ADN microbien a 1'aide des amorces pA et pH* sont en concentration differente selon
que 1'ADN ait ete isole par la methode de Trevors et al. (1992) ou par celle de Tsai et Olson
(1991). Effectivement, meme si leurs patrons d'amplification sont identiques, 1'extrait d'ADN
obtenu par Ie protocole de Tsai et Olson (1991) a permis de synthetiser une plus grande quandte
d'ADN par PCR que 1'extrait d'ADN obtenu par Ie protocole de Trevors et al. (1992). Les
amplifications realisees avec les amorces MSTM-1L et MSTM-2C ont, quant a elles, mene a des
produits de PCR tres peu distincts. En effet, comme on peut Ie voir dans les puits 5 et 6 de la
figure 16-B, les amplifications de FADN des microorganismes du sol ne permettent pas
d'observer des patrons d'ampliflcation clairs. Dans chaque cas, on denote plutot une longue
trainee («smear»), representant des fragments d'ADN d'une taille surtout comprise entre 0,2 et
2 Kb. La trainee la plus intense entre les deux etait celle obtenue par suite de 1'amplification
effectuee avec 1'ADN extrait par Ie protocole de Trevors et al. (1992) (puits 5, fig. 16-B).
Toutefois, on ne peut conflrmer que ces produits d'amplification etaient en quantite plus
importante que ceux ayant ete generes lorsque 1'extrait d'ADN isole par Ie protocole de Tsai et
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Olson (1991) fut utilise. On peut aussi remarquer que quelques bandes, dont la plupart sont
issues de 1'amplification de 1'ADN microbien isole par Ie protocole de Tsai et Olson (puits 6, fig.
16-B), sont visibles parmi les trainees d'ADN. Ces bandes ne peuvent toutefois pas etre
attribuees a une detection fiable de bacteries du genre Streptomyces, puisque les bandes
visualisees ne correspondent pas clairement aux bandes presentes dans les patrons
d'amplification d'ADN genomique de 5'. scabies et de S. caviscabies. Ces patrons, qui sont tous
identiques, sont representes dans Ie puits 3 sur la figure 16-B par Ie patron d'amplification de
S. caviscabies EF-88. On peut mentionner fmalement que les amorces MSTM-1L et MSTM-2C,
tout comme pA et pH\ n'ont pas permis de realiser une detection fiable de bacteries du sol




3.1 Les denombrements de la population bacterienne des sols ayant subi divers
amendements avec des boues residuaires (discussion et analyse des resultats du
volet 1)
La fertilisation des sols avec des boues residuaires est une solution de plus en plus envisagee
comme mode de gestion de ce residu (Couillard et al., 1993; Grenier, 1989; MENVIQ et
Ministere de la faune du Quebec, 1995; Yilleneuve et Poniewiera, 1992; Vandal, 1995). Les
impacts de ces operations sur la microflore des sols sont encore mal connus, d'autant plus que
les boues residuaires resultant de 1'assainissement des eaux different beaucoup d'une station
d'epuration a 1'autre (Couillard, 1989; Couillard et al., 1993; MENVIQ, 1991a). Les travaux de
ce premier volet representaient une etude preliminaire visant a tirer des conclusions generales
concemant la variation du nombre des bactenes presentes dans Ie sol par suite d'un deversement
de boues provenant de 1'usine d'assainissement des eaux de la municipalite de Lac Megantic.
Les resultats des denombrements bacteriens, effectues sur les quatre series de sol differemment
traite par des boues residuaires, suggerent que lorsque des boues sont deversees sur un sol,
1'operation entrame inevitablement une augmentation importante du nombre de bacteries
presentes dans ce sol. En effet, on se rappellera que les constatations effectuees dans ces travaux
semblaient indiquer que plus la quantite de boues ajoutee sur un sol est considerable, plus Ie
nombre de bactenes dans ce sol devient eleve et plus 1'augmentation de cette concentration
bacterienne s'effectue rapidement. Comme en font foi les resultats de cette etude, la proliferation
bacterienne mesuree dans ces travaux s'est produite d'une fagon assez spectaculaire et a mene
a des taux bacteriens tres eleves, certains surpassant meme Ie taux de la serie temoin par un
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facteur superieur a 5000 X, avec des valeurs cotoyant les 10 bacteries par gramme de sol.
Les hausses remarquables du nombre de bacteries mesurees dans les sols amendes peuvent
surprendre par leur importance, mais elles etaient toutefois envisageables etant donne la forte
presence de microorganismes dans les boues residuaires (Duffet al., 1995; Gaus et al., 1990;
MENVIQ, 1991b; Payment, 1993; Straub et al., 1993; Vasseur et al., 1996). De plus, une partie
de 1'augmentation de la concentration bacterienne denombree dans les sols est attribuable aux
conditions de croissance mises de 1'avant pour 1'etude. En effet, on a pu remarquer que, meme
sans ajout de boues, la population de bacteries augmentait dans les sols soumis aux conditions
de P experience. Cette constatation a ete realisee grace a la serie de sols temoins, qui ont vu leur
concentration bacterienne augmenter considerablement pendant les deux premieres semaines du
suivi. Cette hausse de la concentration bacterienne fut provoquee surtout par Ie taux eleve
d'humidite, qui a ete maintenu par un arrosage regulier, ainsi que par la temperature de la
chambre de croissance. Ces deux elements s'averaient effectivement tres favorables au
developpement bacterien. Cependant, ce qui est Ie plus inquietant, ce n'est pas vraiment la
hausse du nombre de bacteries suivant la valorisation, mais plutot Ie delai necessaire pour
assister au retour a la normale de la microflore. D'une fa^on generale, etant donne la presence
possible de bacteries pathogenes ou nuisibles a differents niveaux dans la stabilite de la
communaute microbienne et dans 1'ecosysteme, plus ce delai est court, mains il y a de risque
d'impacts nefastes sur la microflore du sol (Atlas, 1986; Atlas et Bartha, 1993). Dans Ie cas de
certains sols traites dans cette etude, Ie delai de retour a la normal semblait assez long. En effet,
lorsque Ie sol avait ete amende avec la quantite maximale de boues permise, Ie nombre de
bacteries presentes dans Ie sol apres 190 jours etait toujours plus de quatre fois superieur au
nombre de bacteries presentes dans Ie sol n'ayant pas subi d'amendement. Par consequent, il est
possible d'en deduire que, lors des amendements, les boues ajoutees au sol ont transporte une
grande quantite de bacteries qui ont prolifere considerablement durant les premieres semaines
et qui restent toujours fortement representees apres 190 jours dans les sols ayant re$u une dose
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de boues plus grande ou equivalente a la quantite maximale de valorisation. Ce resultat semble
etre en accord avec ceux obtenus dans les etudes rapportees par Vasseur et al. (1996), ou Ie taux
de bacteries indicatrices de certains sols fertilises etait considerablement plus eleve que celui du
sol temoin apres plus d'un an, ainsi que par Burge et Marsh (1978), dans laquelle des coliformes
et des streptocoques introduits dans des sols par des boues pouvaient survivre au-dela de 77
jours. Cependant, il est sans doute bon de rappeler que cette etude, menee a petite echelle en
laboratoire, a conduit a des resultats qui ne tiennent pas compte de plusieurs caracteristiques
relatives a une fertilisation agricole. Par consequent, les hausses des denombrements bacteriens
pourraient se manifester de fagon differente lors d'une valorisation de boues a grande echelle,
a cause de certains facteurs propres au milieu naturel. La majorite de ces facteurs sera d'ailleurs
abordee un peu plus loin dans cette discussion.
Parmi les resultats obtenus, il peut parattre surprenant de ne pas denombrer un taux bacterien
superieur dans les sols amendes avec une quantite de boues representant 120% de la dose
permise, par rapport aux sols ayant re9u une quantite de boues equivalente a la dose maximale
legale. En effet, les resultats obtenus dans Ie cadre de cette etude demontrent que Ie
developpement des bacteries dans Ie sol atteint un seuil maximal apres 14 jours, meme si la
quantite de boues ajoutees au sol depasse la dose maximale legale. Ce seuil maximal, qui a pu
etre observe tant au niveau de la vitesse de proliferation bacterienne qu'au niveau du plus haut
taux de bacteries presentes dans Ie sol, peut etre attribuable a un effet de «saturation» du sol en
cellules bacteriennes. En effet, il est possible que la capacite de soutien du sol ait ete a son
maximum lorsque les denombrements bacteriens atteignaient des valeurs cotoyant les 10
bacteries par gramme de sol, puisque ce taux est considerablement plus eleve que celui
normalement observable dans Ie sol (Atlas et Bartha, 1993; Brady, 1984; Campbell, 1983;
Lynch, 1988). De plus, lorsque 1'on considere que certaines bacteries et autres microorganismes,
comme les champignons, n'ont pas etc denombres par la technique utilisee, on peut deduire que
la population microbienne devait atteindre des concentrations encore plus importantes dans ces
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sols. Toutefois, il serait necessaire de tenter d'autres experiences avec des sols traites
differemment pour verifier si, comme 1'indique ces resultats, Ie seuil maximal n'est observe
qu'apres un amendement de boues representant la dose maximale permise ou si il peut etre
attribuable au deversement d'une quantite de boues moindre. De plus, il serait d'une grande
utilite de realiser d'autres experiences, parmi lesquelles une analyse de la microflore des boues
serait effectuee et ou les etudes d'impacts seraient basees sur une plus longue periode de temps
et comprendraient des prises de lectures a intervalles plus courts et plus reguliers. De cette
fa9on, une identification des especes bacteriennes introduites dans Ie sol par les boues serait
effectuee et il serait alors possible de determiner si on assiste reellement a un seuil maximal
concernant Ie developpement des bacteries dans les sols amendes avec une quantite de boues
plus grande que la dose permise. n serait egalement possible de verifier si Ie plus haut taux
bacterien survient vraiment apres 14 jours, ou si la proliferation bacterienne se poursuit par la
suite. Une experience prolongee avec des denombrements plus frequents permettrait aussi de
determiner a quel rythme s'effectue Ie retour a la normale du taux de la population bacterienne
et, surtout, apres combien de temps les concentrations bacteriennes des sols amendes reviennent
a des valeurs similaires a celles du sol non traite.
La proliferation bacterienne tres rapide menant a des taux de bacteries de 1'ordre de 10 dans les
sols amendes par la dose de boues maximale permise et Ie delai necessaire, qui est superieur a
six mois, avant d'assister au retour de la population bacterienne a la meme concentration que
celle d'un sol n'ayant pas re^u de boues, sont les deux constatations generales pouvant etre
degagees de cette etude d'impacts causes par les boues residuaires de Lac Megantic. Des
observations telles que celles decrites dans ces travaux sont suffisamment importantes pour que
la situation merite d'etre etudiee plus en profondeur et c'est pourquoi quelques suggestions sont
apportees ci-haut. Cependant, les constatations ne sont pas alarmantes, car 11 est normal que la
microflore du sol subisse des modifications par suite de nouvelles conditions environnementales
que lui impose un amendement de boues residuaires. Pour maintenir un sol fertile et en sante,
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U faut toutefois s'assurer qu'une stabilite dans la communaute microbienne se retablisse a court
terme, que les especes bacteriennes importantes restent toujours presentes dans les sols et que
les microorganismes pathogenes pouvant avoir ete transportes par les boues redeviennent
representes en quantites equivalentes a celles pouvant etre detectees dans Ie sol avant
1'amendement (Atlas et Bartha, 1993; Chaudri et al., 1993; Giller et al., 1993). C'est pourquoi
des travaux visant a verifier la presence de coliformes dans les sols furent realises, les resultats
de ces experiences sont discutes a la section 3.3.3.2. Cependant, il serait important de verifier
quelles especes bacteriennes sont Ie plus representees lors de 1'importante proliferation
bacterienne suivant 1'amendement et si, lorsque la concentration bacterienne du sol est revenue
a la normale, la diversite microbienne du sol est comparable a celle qui prevalait avant la
valorisation.
Finalement, comme mentionne precedemment, plusieurs facteurs, qui n'ont pas ete consideres
dans cette etude preliminaire, peuvent aussi influencer la reponse d'une communaute bacterienne
lors d'une operation de fertilisation de sites agricoles ou sylvicoles. Effectivement,
comparativement a une etude a petite echelle en laboratoire, une valorisation sur un champs
comporte plusieurs variables supplementaires comme la geographic, 1'irrigation et la vegetation
du terrain ainsi que Ie climat et la saison pendant laquelle a eu lieu la fertilisation, de meme que
la technique d'epandage utilisee. De plus, la nature, Ie pH et la composition du sol ayant re^u
des boues peuvent etre variables entre differents terrains, ou encore entre des parcelles du meme
site. Ce ne sont que quelques-uns des facteurs qu'il faudra considerer pour tirer des conclusions
plus precises et plus completes lors de futures etudes concemant les impacts d'un amendement
de boues residuaires sur Ie nombre de bacteries de la microflore du sol.
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3.2 Les denombrements des populations bacteriennes resistantes aux metaux lourds dans
les sols fertilises avec des boues residuaires (discussion et analyse des resultats du
volet 2)
Les concentrations importantes de metaux lourds contenues dans les boues residuaires
constituent un des problemes majeurs quant a leur utilisation comme fertilisant (Hamilton et al.,
1984; McBride, 1995; Witter, 1989). H est connu que les principaux metaux sont deja presents
de fa9on naturelle dans les sols, mais il est fort probable que la teneur en metaux lourds du sol
augmente par suite de 1'amendement d'un site avec des boues d'epuration. D faut done se
preoccuper de leur presence, puisque 1'arrivee de fortes doses de metaux lourds dans les sols peut
mener a des consequences nefastes sur les microorganismes du sol et sur 1'ensemble de cet
ecosysteme. Quelques-unes de ces consequences possibles ont d'ailleurs ete evoques dans
1' introduction. Par consequent, lors d'operations de fertilisations agricoles ou sylvicoles, il est
essentiel que les concentrations de metaux lourds dans les sols traites avec des boues residuaires
n'atteignent pas des niveaux pouvant mettre en peril la sante et la stabilite de la microflore du
sol. Dans presque tous les pays, il existe des lois qui definissent les concentrations de metaux
lourds a ne pas depasser pour eviter toute contamination environnementale (Petruzzelli, 1989).
A ce chapitre, les normes quebecoises semblent posseder une bonne marge de securite,
puisqu'elles sont parmi les plus severes au monde (Beauchemin et al., 1993). H est tout de
meme necessaire de verifier si les normes actuelles regissant la valorisation de ce residu sont
adequates. Les travaux de ce deuxieme volet consistaient en une etude preliminaire visant a tirer
des conclusions generales concemant la validite des normes de valorisation agricole des boues
residuaires du MENVIQ (199 Ib) et la concentration de metaux lourds dans les boues valorisees
sur les champs selectionnes pour cette etude. Pour ce faire, etant donne qu'une augmentation de
la concentration d'un metal lourd dans Ie milieu peut, par selection naturelle, provoquer un
accroissement du nombre de bacteries resistantes a ce metal, une verification de la hausse
possible des populations resistantes a differents metaux lourds dans la communaute bacterienne
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de sols agricoles fertilises avec des boues residuaires de la municipalite de Princeville et de Lac
Megantic a ete effectuee.
3.2.1 La comparaison entre les denombrements de bacteries resistantes a chacun des
metaux lourds des parcelles fertilisees et des parcelles temoins de chaque site d'etude
A la lumiere des resultats des nombreux denombrements bacteriens effectues sur les sols a
1'etude grace aux differents milieux specifiques, il semble que 1'ajout des boues residuaires sur
les champs agricoles n'ait pas provoque d'augmentation des populations de bacteries du sol
resistantes au cadmium, au cobalt, au cuivre, au molybdene, au nickel, au selenium et au zinc.
En effet, il n'a pas etc possible de detecter des differences significatives entre les taux bacteriens
des parcelles ayant regu des boues residuaires et celles n'en ayant pas re^u et ce,
independamment des boues utilisees ou du laps de temps ecoule entre la fertilisation et la
cueillette des echandllons. Meme dans les sols de la municipalite de Princeville, qui sont les
sites ou 1'on pouvait Ie plus s'attendre a noter des perturbations, puisque ces sites n'avaient etc
valorises respectivement qu'un an et un mois avant les denombrements, aucune difference n'a
pu etre confirmee entre les parcelles fertilisees et non fertilisees. Parce qu'il a ete demontre que
1' introduction de metaux lourds dans Ie sol peut provoquer 1'augmentation de bacteries
resistantes a ceux-ci (Diaz-Ravina et al., 1994; Diaz-Ravina et Baath, 1996), les resultats de cette
etude pourraient facilement mener a la conclusion que les boues valorisees ne representaient pas
1'ajout d'une quantite de metaux lourds suffisante pour que Ie nombre de bacteries ayant
developpe une resistance a ces derniers augmente. II faut cependant mentionner que ces
experiences constituaient une etude preliminaire et que, parce que les interactions entre les
microorganismes et les metaux lourds sont tres complexes, quelques elements resteraient a
considerer pour confirmer, hors de tout doute, que les fertilisations effectuees ne permettent pas
1' emergence de nouvelles bacteries resistantes aux metaux lourds. En effet, la toxicite
representee par un metal lourd, qui peut entramer une hausse du nombre de bacteries ayant
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developpe une resistance a ce metal, est sous la dependance de plusieurs facteurs relatifs aux
microorganismes, aux metaux lourds, aux boues residuaires et aux caracteristiques physico-
chimiques du sol (Stotzky et Babich, 1980). Des facteurs abiotiques comme Ie pH, la
temperature, la capacite d'echange cationique (CEC), 1'humidite, la pression, la force ionique,
la matiere organique en presence ainsi que la texture et Ie type de sol peuvent tous etre
determinants de la toxicite environnementale d'un metal lourd car ils controlent, avec les
processus chimiques et biologiques survenant dans Ie sol et les boues, la biodisponibilite des
metaux (Babich et Stotzky, 1980; Chaney, 1980; Harter, 1983; Hooda et Alloway, 1993; Jing et
Logan, 1992; Kuo et Baker, 1980; Logan et Chaney, 1983; Mesquita et al., 1994; Mininni et
Santori, 1987; Obbard et ai, 1993; Petruzzelli, 1989; Petruzzelli et al., 1994; Sanchez-Martin
et Sanchez-Camazano, 1993; Zevenhuizen etal., 1979). Cette biodisponibilite, qui constitue un
des facteurs les plus importants a considerer dans une etude concernant les impacts d'une
introduction possible de metaux lourds dans Ie sol (Logan et Chaney, 1983), est aussi influencee
par des caracteristiques propres aux metaux. Effectivement, la forme des metaux en presence,
leur solubilite, leur concentration ainsi que leur potentiel ionique sont tous des elements qui
peuvent influencer leur biodisponibilite en modifiant 1'habilete qu'ont les metaux a former des
complexes avec de nombreux ligands (Baker etal., 1979; Bingham, 1979; Chaney, 1980; Garcia-
Miragaye et Page, 1976; Grenier, 1989; Hahne et Kronntje, 1973; Mesquita et al., 1994; Msaky
et Calvet, 1990; Obbard etal., 1993; Petruzzelli, 1989). Finalement, les microorganismes du sol
et leurs activites (Obbard et al., 1993), les vegetaux poussant sur les sites fertilises ainsi que la
composition des boues et leur effet protecteur (McBride, 1995), sont quelques-uns des autres
facteurs qui peuvent influencer la biodisponibilite des metaux et, par consequent. Ie
comportement des populations bacteriennes du sol mesure dans ces travaux.
Quelques autres considerations doivent aussi entrer en ligne de compte lorsque 1'on analyse les
resultats de cette etude. Celles-ci ne concernent pas Ie sol, les boues ou la biodisponibilite des
metaux lourds, mais plutot les methodes utilisees et les experiences realisees pour obtenir les
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resultats. En effet, meme si la methode preconisee pour 1'obtention des resultats est fiable, utile
et fortement employee, elle comporte tout de meme quelques lacunes. Une d'entre elles a trait
a la manipulation des echantillons, qui amene inevitablement Ie changement de certaines
conditions, comme Ie taux d'humidite et la spatialite du milieu. Ceci a pour incidence de
modifler, d'une fagon plus ou moins importante, les proprietes originales du sol a 1'etude. Par
la suite, une fois les echantillons obtenus, les limitations de la technique utilisee ont rapport avec
les conditions de cultures employees. Effectivement, il est impossible de reproduire les memes
conditions variables de croissance offertes par Ie sol de provenance de 1'inoculum, notamment
quant a la composition du milieu, au pH, aux nutriments, aux organismes en presence ainsi que
tout ce qui a trait a la forme, a la concentration et a la diversite des metaux lourds. De plus, on
ne peut passer sous silence Ie fait que certains metaux lourds forment des complexes avec de
nombreux ligands organiques et inorganiques, ce qui diminue leur biodisponibilite et protege les
bacteries centre leurs effets toxiques (Baker et al., 1979; Bingham, 1979; Chaney 1980;
Duxbury, 1986; Garcia-Miragaye et Page, 1976; Grenier, 1989; Hahne et Kronntje, 1973; Hallas
etal., 1982;Mesquita<?r^., 1994;MsakyetCalvet, 1990; Obbard^oZ., 1993; Petmzzelli, 1989;
Pickett et Dean, 1976, 1979). Par consequent, les denombrements obtenus par les decomptes de
bacteries sont dependants de la capacite des differents milieux specifiques a effectuer des
complexes d'elements et Us sont sous-estimes par rapport a la realite et par rapport aux
denombrements pouvant etre mesures par quelques autres techniques, comme celle de
1' incorporation de thymidine (Diaz-Ravina et al., 1994; Hallas et al., 1982). De plus, dans ces
travaux, la resistance bacterienne fut mesuree vis-a-vis de chaque metal, alors qu'il a ete prouve
que plusieurs bacteries ne pouvaient etre sensibles qu'a une combinaison de quelques metaux
lourds (Bewley et Campbell, 1980; Oehme, 1978). Toutes ces considerations font en sorte que
les informations pouvant etre recoltees en rapport avec les impacts des metaux lourds sur la
microflore du sol sont difficiles a analyser et la correlation entre les effets observes et les agents
qui les causent n'est pas evidente a realiser en tenant compte de tous les facteurs
environnementaux. Toutefois, les travaux realises dans cette etude avaient leur raison d'etre
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puisque, d'une part, la methode utilisee, quoique limitee, s'est souvent averee fort utile lors
d'etudes anterieures ou des denombrements de bacteries resistantes a certains metaux lourds
devaient etre effectues (Austin et ai, 1977; Bewley et Campbell, 1980; Hallas et al., 1982;
Lighthart, 1980; Pickett et Dean, 1976; Wong, 1980) et, d'autre part, 1'objectifpoursuivi par cette
etude preliminaire n'etait pas de determiner Ie nombre reel de bacteries resistantes aux metaux
lourds, mais de verifier si des variations importantes pouvaient survenir dans les populations
bacteriennes resistantes aux metaux lourds apres la fertilisation de champs agricoles avec des
boues residuaires. Par consequent, les resultats recoltes suffisent a affirmer que les deversements
des boues de Lac Megantic et de Princeville n'ont pas provoque d'augmentations significatives
et marquees des populations bacteriennes resistantes aux sept metaux lourds dans les cinq sites
a 1'etude.
Le fait que les resultats de ces travaux ne montrent aucune difference entre les populations
bacteriennes des parcelles ferdlises et non fertilisees des sites a 1'etude n'est pas surprenant. En
effet, une augmentation des populations bacteriennes resistantes aux metaux lourds dans les sols
amendes aurait ete surprenante, puisque les quantites de boues deversees sur les cinq champs
agricoles a 1'etude correspondaient a des amendements situes entre 27% et 47% de la dose
maximale permise, ce qui est loin de la norme limite. De plus, dans la region de Princeville
comme dans celle de Lac Megantic, les boues epandues sur les sites traites a court, moyen et long
termes ne presentaient pas de teneurs anormalement elevees en metaux lourds. En fait, les
concentrations de metaux lourds mesurees dans les boues etaient generalement bien en dega de
la norme recommandable proposee par Ie MENVIQ (1991b) (voir annexe A-I). II n'y avait que
les boues residuaires de la municipalite de Lac Megantic, utilisees pour la fertilisation des sites
amendes en 1991 et en 1992, qui presentaient une teneur en cuivre et en molybdene (boues
utilisees en 1992 seulement) superieure a la limite souhaitable (annexes A-P/ et A-V).
Cependant, meme dans Ie cas de ces teneurs en cuivre et en molybdene, les concentrations
mesurees dans les boues restaient toujours inferieures a la limite maximale pemiise dans Ie guide
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des bonnes pratiques de valorisation agricole des boues de stations d'epuration des eaux usees
municipales (MENVIQ, 1991b). A la lumiere de ces constatations, il est possible de deduire que
1'augmentation de la charge en metaux lourds dans les sols, qui s'est inevitablement produit avec
1'apport des boues, etait probablement mineure, done insuffisante pour provoquer une
augmentation de bacteries resistantes aux metaux lourds etudies. H est aussi probable que 1'effet
protecteur des boues residuaires rapporte par McBride (1995) ait maintenu les teneurs en metaux
disponibles a des niveaux relativement faibles. Les donnees obtenues, grace aux analyses du
contenu en metaux lourds disponibles des sols etudies (annexe B) qui avaient ete effectues sur
quatre metaux lourds (Cd, Cu, Pb, Zn), abondent aussi dans Ie meme sens. En effet, par suite des
tests statistiques d'analyse de variance de Kruskall-Wallis, d'ANOVA et de Tukey effectues sur
ces donnees par Lefebvre (1996), il a ete prouve que dans les cinq sites ayant ete echantillonnes
de un a cinq ans apres 1'epandage des boues, aucune augmentation statistiquement significative
de leur contenu en metaux lourds disponibles n'a pu etre detectee apres leur fertilisation. On a
done lieu de croire que, dans Ie sol des sites selectionnes, la disponibilite des autres metaux
lourds de 1'etude (Co, Mo, Ni, Se) ait pu se comporter de fa^on semblable et que, par
consequent, aucune hausse du nombre des bacteries resistantes aux metaux lourds n'etait
normalement attendue. C'est par ailleurs cette prediction qui a ete confirmee par les resultats
obtenus dans Ie cadre de ces travaux et qui fut discutee et elaboree ci-haut. Les resultats de cette
etude abondent done dans Ie meme sens que celle menee par Lefebvre (1996), dans laquelle les
sites a 1'etude etaient les memes que les notres. Effectivement, cette etude a confirme que les
fertilisations avec des boues n'avaient pas constitue un apport de metaux lourds assez
considerable dans Ie sol pour qu'augmentent la teneur en metaux lourds de la vegetation qui y
poussait et celle des bovins qui Ie frequentaient. Toutefois, les resultats recueillis dans ces
travaux ne permettent pas de tirer des conclusions valables quant a 1'efficacite des normes
quebecoises. En effet, meme si aucune perturbation de la microflore n'a pu etre observee, on ne
peut conclure qu'aucun probleme ne peut survenir par suite d'un amendement respectant les
normes de valorisations actuelles puisque les fertilisations etudiees dans ces travaux ne
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representaient pas les Umites maximales permises concemant la quantite de boues epandue et les
concentrations de metaux lourds contenues dans les boues. Par consequent, dans cette etude,
1'augmentation significative de bacteries resistantes a un ou des metaux lourds dans Ie sol traite
par rapport au temoin, aurait ete Ie seul resultat qui aurait permis une conclusion valable
concernant les normes de valorisation des boues. Effectivement, cela aurait ete Ie temoignage
de normes inadequates, puisque des effets nefastes auraient ete observes par suite de
valorisations situees bien en de^a des limites legales. Cependant, tel ne fut pas Ie cas.
La conclusion principale pouvant etre tiree de ce 2 volet des travaux est que des fertilisations
non repetees, de la meme importance que celles ayant fait partie de cette etude, avec des boues
residuaires de Lac Megantic ou de Princeville, semblent etre une option securitaire et
recommandable au point de vue du contenu en metaux lourds des boues et de 1'augmentation de
la charge de metaux lourds dans Ie sol. Toutefois, comme il est impossible de faire de plus
amples recommandations concernant la valorisation a court et a long terme a la suite de cette
etude, celle-ci devrait etre per9ue comme un travail exploratoire general pouvant servir
d'indicateur pour de futures recherches. En effet, il est important de ne pas percevoir les
resultats de cette etude comme trop encourageants, car la pmdence et la vigilance devraient rester
de mise jusqu'a ce que des etudes plus completes soient effectuees. Par consequent, la
suggestion dominante ressortant de ces travaux est de poursuivre d'autres etudes visant a
determiner les conditions permettant d'utiliser les boues de la fa9on la plus securitaire possible
lors de valorisations agricoles ou sylvicoles. Pour etre utiles, ces etudes futures devront
comprendre un effectifplus large et considerer plusieurs facteurs importants. En effet, pour tenir
compte de la variabilite du sol et des boues valorisees ainsi que pour effectuer des analyses
statistiques completes, un echantillonnage plus considerable sera necessaire. De plus, pour que
des conclusions relatives aux normes quebecoises de valorisation puissent etre obtenues, il
faudrait absolument que, parmi les differentes quantites de boues a Fetude, une quantite
representant la dose maximale permise, comprenant des concentrations limites en metaux lourds,
fasse partie des experimentations. B est egalement a souhaiter que les parcelles de sol subissant
les amendements proviennent du meme site. De cette fa9on, une partie non negligeable des
variables propres au sol et aux vegetaux qui y poussent pourrait etre eliminee et 1'analyse du
contenu des sols deviendrait alors moins fastidieuse. II faudrait aussi pouvoir tenir compte de
la possibilite qu'il y ait des toxicites bacteriennes causees par la combinaison de plusieurs
elements. En effet, il a etc demontre que certains metaux lourds, en faibles concentrations,
peuvent avoir des effets toxiques lorsque combines entre eux ou avec d'autres polluants
environnementaux (Bewley et Campbell, 1980; Oehme, 1978). II serait aussi tres interessant
d'effectuer des etudes a long terme sur les sols fertilises pour determiner, dans Ie cas ou des
perturbations seraient survenues au niveau de la microflore, apres combien de temps un retour
a la normale est observable ainsi que pour suivre Ie comportement des differents metaux lourds
ajoutes au sol et mesurer les impacts qu'ils pourraient causer sur cet ecosysteme. Effectivement,
il est possible que certains effets nuisibles ne se manifestent qu'apres un long laps de temps
suivant 1'ajout des boues sur Ie sol; il est done important de faire un suivi a long terme des
metaux dans 1'environnement. Ce suivi pourrait repondre a certaines questions cles concemant
les effets negatifs potentiels d'une augmentation de la charge en metaux lourds du sol,
notamment: apres combien de temps 1'effetprotecteur des boues (McBride, 1995), qui maintient
la teneur du sol en elements disponibles a des niveaux tres bas, s'attenue-t-il? Est-ce que les
metaux continueront a s'accumuler dans Ie sol ou seront-ils relaches sous des formes
biodisponibles de fa9on graduelle? Est-ce que la microflore et les vegetaux pourraient s'adapter
a une augmentation plus ou moins brusque de la concentration de metaux disponibles dans Ie
sol? Puisque les bacteries developpant une resistance a un metal lourd ont tendance a croltre
sous un pH optimum plus bas que leurs semblables non resistantes (Diaz-Ravina et Baath, 1996),
est-ce qu'une baisse de pH provoquerait 1'emergence de nouvelles populations bacteriennes
resistantes aux metaux lourds ? Est-ce qu'un changement majeur des conditions du sol, comme
une diminution de pH, pourrait permettre une solubilisation draconienne des metaux lourds non
disponibles et ainsi mener a des conditions toxiques pour certains microorganismes? Ce ne sont
89
la que quelques-unes des questions importantes que suscite 1'apport de metaux lourds au sol au
moyen de fertilisations agricoles avec des boues residuaires.
Finalement, il faut retenir qu'une approche prudente doit etre consideree lorsque des boues
residuaires sont valorisees sur des champs agricoles, afin de maintenir la fertilite des sols de
fa9on permanente et pour eviter que differents effets nefastes surviennent sur la microflore du
sol et sur 1'ensemble de 1'ecosysteme. En ce sens, les recherches dans ce domaine doivent se
poursuivre pour determiner quel est Ie meilleur systeme de valorisation possible et pour
continuer a trouver de nouvelles avenues et de meilleures techniques d'assainissement des eaux
usees, telle 1'introduction de bacteries chimiolithotrophes dans les traitements pour eliminer avec
succes les metaux lourds (Couillard et Mercier, 1990,1991; Shooner et Tyagi, 1995; Tyagi et al.,
1993). Pour ce faire, une cooperation entre les chercheurs de plusieurs disciplines serait a
souhaiter. De plus, comme il est pratiquement impossible de tirer des conclusions valables et
exactes d'ordre general, chaque serie d'operations de valorisations devrait etre consideree
comme un cas individuel et etudiee comme tel. De cette fagon, les gestionnaires seront plus en
mesure d'identifier des sols plus aptes pour 1'application de ce residu organique et de suggerer
des normes, des taux, ainsi que des methodes d'epandage de boues residuaires pour maximiser
la fertilite des sols et minimiser la possibilite que des impacts nefastes surviennent.
3.2.2 La comparaison entre les denombrements des bacteries resistantes au meme metal
lourd dans Ie sol des cinq sites d'etude
Le deuxieme type de descriptions effectue a 1'aide des resultats obtenus dans ces travaux etait
base sur des comparaisons realisees entre les denombrements des bacteries resistantes au meme
metal lourd dans Ie sol des cinq sites a 1'etude. D est evident que ces comparaisons sont
beaucoup moins interessantes que celles discutees ci-haut, puisque celles-ci permettaient de
determiner 1'impact des boues residuaires sur certaines populations bacteriennes du sol. En effet,
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etant donne qu'il n'a pu etre demontre que les amendements de boues a 1'etude provoquaient des
augmentations notables des bacteries resistantes aux metaux lourds, les comparaisons realisees
entre les cinq champs ne peuvent conduire a de plus amples informations concernant les effets
des boues sur la microflore du sol. Pour cette raison, les resultats des comparaisons entre les
champs de 1'etude sont beaucoup moins pertinents et c'est pourquoi Us ne seront pas discutes de
fa9on tres exhaustive. Tout de meme, les quelques differences de denombrements bacteriens qui
avaient etc identifiees lors de la description des resultats seront scrutees de plus pres.
Une des differences retenant 1'attention parmi celles relevees entre les populations bacteriennes
resistantes au meme metal lourd entre les cinq sites a 1'etude, est qu'il n'y a qu'un seul cas ou
Ie nombre de bacteries resistantes a un metal etait different entre les trois champs de la region de
Lac Megantic. En effet, Ie nombre de bacteries resistantes au zinc dans Ie sol du champ Lac
Megantic B etait inferieur a celui des deux autres champs de la meme municipalite et ce, meme
si la quantite de zinc disponible dans ces sols n'etait pas significativement differente (Lefebvre,
1996). n est extremement difficile d'arriver a une reponse definitive et incontestable qui
expliquerait cette difference car, d une part, la proximite entre deux champs situes dans la meme
region n'implique pas qu'ils aient necessairement une composition identique ou tres semblable.
D'autre part, la resistance bacterienne au zinc, qui est Ie metal ayant mene aux plus grandes
variations dans les resultats de cette etude, est certainement sous 1'influence d'une combinaison
de plusieurs variables. Par consequent, la determination des facteurs qui ont resulte en une
difference du nombre de bacteries resistantes au zinc entre les sites de Lac Megantic n'est pas
qu'une simple tache et elle devient trop fastidieuse pour faire partie d'une etude preliminaire
comme celle-ci. U en est de meme pour les autres variations des populations bacteriennes
resistantes a certains metaux lourds, celles qui ont ete observees entre les champs de la
municipalite de Prince ville et celles de la municipalite Lac Megantic. En effet, puisque les
populations resistantes aux metaux lourds entre les parcelles traitees et non traitees des sites a
1'etude etaient les memes, on ne peut qu'affirmer que les differences entre les populations
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bacteriennes des cinq champs ne sont pas causees par 1'ajout des differentes boues residuaires
sur les sols, mais plutot par une equation de plusieurs facteurs relatifs aux microorganismes, aux
metaux lourds, aux sols ainsi qu'aux conditions climatiques qui interagissent. La plupart de ces
determinants furent d'ailleurs enumeres et discutes dans la premiere partie de ce volet (voir
section 3.2.1) et Ie seul duquel nous avons recueilli des donnees consiste en Ie nombre de
bacteries totales presentes dans les sols a 1'etude. Effectivement, grace au milieu de reference
ne contenant aucun metal lourd, des denombrements de bacteries totales des sols ont pu etre
effectues. Ces decomptes, representant Ie nombre total de bacteries presentes dans Ie sol des
champs etudies dans ces travaux, constituent un des facteurs inHuengant directement
F importance des populations bacteriennes resistantes aux metaux lourds. Par consequent, les
decomptes des bacteries totales pourraient representer une hypothese pouvant expliquer les
quelques differences observees entre les populations bacteriennes resistantes a certains metaux
entre les champs. En effet, plus la concentration bacterienne d'un sol est considerable, plus la
probabilite est grande d'y retrouver des bacteries resistantes a divers metaux lourds. C'est
justement ce qu'il a ete possible de remarquer lors de cette etude puisque, dans tous les cas
mentionnes lors de la description des resultats (section 2.2.2), lorsque Ie nombre de bacteries
resistantes a un metal lourd etait significativement plus eleve dans un sol que dans un autre, les
bacteries totales qu'il contenait etaient aussi en concentration plus importante que celle du sol
presentant un nombre plus faible de bacteries resistantes au metal conceme. n est finalement bon
de mentionner que meme si les augmentations de bacteries du sol resistantes a certains metaux
lourds observees entre les cinq champs a 1'etude peu vent etre partiellement imputables a la
concentration de bacteries totales des sols en question, la correlation observe dans Ie cadre de
ces travaux entre ces deux constats reste une hypothese a confirmer.
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3.3 Le developpement cTune technique efficace de detection microbienne pour des sols
ayant requ un epandage de boues residuaires, la verification de la presence possible
de coliformes dans des sols amendes et la differenciation de certaines especes
bacteriennes du genre Streptomyces (discussion et analyse des resultats du volet 3)
Pour les nombreux avantages qu'elles comportent, dont la non-necessite de cultiver les cellules
en laboratoire, les techniques de biologie moleculaire sont des avenues toujours de plus en plus
utilisees en recherche environnementale et en ecologie microbienne. De ces techniques, la
detection de microorganismes presents dans des echantillons environnementaux, a 1'aide de la
«Polymerase Chain Reaction» (PCR), est parmi les plus frequentes et les plus prometteuses.
D'ailleurs, Ie principal sous-objectif du troisieme volet de ces travaux etait de mettre au point
une technique efficace de detection microbienne pour des sols amendes par des boues
residuaires. H s'agissait ainsi de determiner les conditions de PCR permettant 1'amplification
efficace d'ADN cible a 1'aide des amorces utilisees. Cependant, pour ce faire, il fallait en
premier lieu developper une technique simple et efficace qui permettrait d'obtenir, en un temps
relativement court, de 1'ADN microbien provenant de plusieurs petits echantillons de sol et que
ces extraits soient suffisamment purs pour permettre des etudes par PCR. Finalement, a 1'aide
de cette methode de detection par PCR, nous avons pu atteindre les deux autres sous-objectifs
de ce volet, qui representaient la verification de la presence possible de coliformes dans des sols
ayant 1090 differentes doses de boues ainsi que la detection et la differenciation de certaines
bacteries du genre Streptomyces.
3.3.1 La comparaison des cinq protocoles d'exaction de PADN des microorganismes du
sol experimentes et la determination de la technique la plus adequate aux detections
microbiennes par PCR
Depuis deux decennies, plusieurs biologistes moleculaires ont developpe des methodes
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d'extraction d'ADN des microorganismes du sol pouvant etre utiles pour des etudes et des
analyses de toutes sortes. Les cellules cibles dont on voulait extraire 1'ADN ont presque toujours
ete isolees du sol avant leur lyse, mais, depuis un peu plus de cinq ans, les techniques directes,
ou la lyse cellulaire s'effectue directement dans Ie sol, sont les plus utilisees. L'objectif de cette
partie des travaux etait de selectionner un protocole d'extraction de 1'ADN des microorganismes
du sol pouvant etre utilise a petite echelle. Ce protocole se devait d'etre simple, assez rapide et
offrant un bon rendement au point de vue de la taille et de la quantite d'ADN obtenu. Pour ce
faire, quatre techniques d'extraction d'ADN directes et une technique d'extraction d'ADN
indirecte ont ete experimentees pour en determiner la plus efficace.
La premiere constatation qui s'impose par suite de 1'observation des resultats obtenus des cinq
protocoles etudies, est que Ie rendement de la technique indirecte, soit celle de Steffan et Atlas
(1988), est inferieur a celui des quatre autres methodes d'extraction. Cette technique indirecte
qui, a partir d'un gramme de sol, n'a permis d'isoler qu'au maximum 1 (ig d'ADN, dont les
fragments avaient une taille moyenne de 1,5 Kb, a offert un rendement semblable a celui rapporte
precedemment par Steffan et Atlas (1988), a 1'exception que cette publication cite des fragments
d'une taille superieure a 9,4 Kb. Toutefois, a la lumiere des resultats obtenus dans ces travaux,
les protocoles d'extraction directe selectionnes pour cette etude ont tous offert des resultats plus
interessants que celui par methode indirecte proposee par Steffan et Atlas (1988) et ce, tant au
niveau de la quantite d'ADN obtenue que de la taille des fragments de cet ADN. Ce resultat
n'est cependant pas surprenant, puisque la plupart des methodes d'extraction directe d'ADN
offrent des rendements superieurs a ceux des methodes d'extraction d'ADN indirectes (Jacobsen
et Rasmussen, 1992; Steffan et at, 1988). En effet, meme si les techniques d'extraction directes
comportent certains inconvenients par rapport aux techniques d'extraction indirectes, comme la
possibilite de coextraire de plus importantes quantites d'acides humiques ou de d'autres
substances contaminantes (Steffan et at, 1988; Volossiouk et al., 1995) ainsi que la plus grande
probabilite de briser 1'ADN et de reduire la taille des fragments (Steffan et al., 1988), elles
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restent neanmoins les methodes les plus avantageuses des deux types. Les principaux avantages
apportes par 1'utilisation d'un protocole d'extraction directe sont la plus grande efficacite
d'extraction, menant a une recolte d'ADN de beaucoup superieure a celle des extractions
indirectes (Jacobsen etRasmussen, 1992; Porteous et Armstrong, 1991; Steffan etal., 1988; Tsai
et Olson, 1991), la possibilite d'obtenir 1'ADN contenu dans des cellules fortement liees a
differents agregats (Picard et al., 1992)et Ie peu de temps necessaire pour realiser ces extractions
(Jacobsen et Rasmussen, 1992). De plus, une technique d'extraction directe permet d'isoler une
plus grande diversite d'ADN que les techniques indirectes (Porteous et Armstrong, 1991). Une
autre des caracteristiques propres aux extractions directes est que celles-ci rendent possible
1'isolement d'ADN non degrade qui fut libere dans Ie sol par suite de la mort de
microorganismes (Selenska et Klingmuller, 1991). Cette caracteristique ne peut toutefois pas
etre consideree comme un avantage des techniques directes puisque, selon les objectifs vises par
1'etude en question, elle pourrait constituer aussi bien un atout qu'un inconvenient. Finalement,
c'est pour les nombreux avantages qu'elles offrent que les techniques d'isolement d'ADN par
extraction directe representaient quatre des cinq protocoles experimentes dans ces travaux.
Enfin, les methodes choisies pour les experiences de PCR etaient toutes des techniques
d'extraction directe.
Lorsque 1'on regarde les resultats des isolements d'ADN, on s'aper^oit que meme si tous les
protocoles d'extraction directe experimentes dans ces travaux ont offert des rendements
superieurs a celui obtenu par la methode indirecte de Steffan et Atlas (1988), il en reste qu'on
denote de tres importantes differences entre les extraits generes par ces quatre methodes. En
effet, selon la methode d'extraction directe utilisee, Ie rendement variait de 3 a 12 (ig d'ADN/g
de sol et la taille des fragments d'ADN obtenus pouvait etre situee entre 0,5 Kb et 23 Kb. Pamii
les quatre methodes d'extraction directes, c'est Ie protocole de Volossiouk et al. (1995) qui s'est
avere Ie mains interessant avec un rendement autour de 3 (ig d'ADN/g de sol et comprenant de
1'ADN ayant subi une degradation severe, comme en font foi les courts fragments isoles qui
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avaient une taille surtout comprise entre 0,5 et 3 Kb. Puisque des fragments d'ADN de cette
taille ne sont pas souhaitables pour des analyses par PCR, a cause du haut risque de formation
de produits chimeriques durant la reaction (Liesack et al., 1991) et parce que Ie rendement offert
par ce protocole etait faible, celui-ci a done facilement ete elimine de la demarche entreprise dans
Ie but de determiner la technique d'extraction d'ADN la plus avantageuse. II en fut de meme
pour la methode proposee par Bruce et al. (1992) puisque, meme avec des extraits d'ADN plus
interessants que ceux obtenus par Ie protocole de Volossiouk et al. (1995), son rendement restait
toujours inferieur a ceux des deux autres techniques d'extraction d'ADN directes, soit celle de
Trevors et al. (1992) ainsi que celle de Tsai et Olson (1991). En effet, Ie protocole de Bruce et
al. (1992) a permis d'isoler environ 4 a 6 |ig d'ADN par gramme de sol, ce qui demeure en de9a
des quantites extraites par les protocoles de Trevors et al. (1992) et de Tsai et Olson (1991). D
faut mentionner que la taille des fragments, qui etait superieure a 9,4 Kb, ainsi que la quantite
d'ADN recueilli grace au protocole de Bruce et al. (1992) sont conforment a celles obtenues par
les auteurs de cette publication. H est toutefois bon de noter que les rendements rapportes dans
les publications peuvent servir de reperes, mais Us peuvent differer considerablement de ceux
obtenus dans ces travaux puisque les concentrations des extraits d'ADN peuvent varier
enormement d'une etude a 1'autre. Effectivement, plusieurs facteurs influencent la quantite
d'ADN pouvant etre isolee par une meme technique. Parmi ceux-ci, U y a les nombreuses
caracterisdques du sol de provenance de I'echantillon ainsi que la composition, la diversite et Ie
nombre d'individus constituant la communaute microbienne en presence dans Ie sol (Porteous
et Armstrong, 1991; Smalla et al., 1993; Trevors et ai, 1992; Tsai et Olson, 1991; Zhou et al.,
1996). La methode de quantification de 1'extrait d'ADN peut aussi etre une des causes de
vanabilite entre les rendements obtenus d'une meme technique d'extraction d'ADN. En effet,
cette quantification peut avoir ete approximative, comme c'est Ie cas pour les determinations de
concentrations effectuees a 1'aide de techniques spectrophotometriques, ce qui fait en sorte que
Ie rendement reel de 1'extraction peut etre surestime a cause des contaminants, comme les
proteines, 1'ARN et 1'ADN denature, qui peuvent toujours etre presents dans Ie milieu (Bakken,
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1985; Porteous et Armstrong, 1991; Torsvik, 1980; Trevors etal., 1992). Pour cette raison, dans
ces travaux, les quantifications ont ete realisees par comparaison entre 1'intensite de 1'extrait
d'ADN ayant subi 1'electrophorese et celle d'un standard, ce qui signifie que meme si Ie resultat
reste approximatif, Ie rapport relatif entre les differents rendements est valable. Lorsque 1'on
compare 1'efficacite de differents protocoles, il faut aussi porter une attention particuliere a la
quantite de sol a laquelle se rapporte la valeur du rendement. Effectivement, certains auteurs
indiquent la quantite d'ADN obtenue en microgrammes d'ADN par gramme de sol sec, ce qui
est tres different du rendement d'extraction d'ADN rapporte en poids de sol humide.
Finalement, les techniques de purification utilisees pour les extraits eliminent aussi de 1'ADN
et font en sorte que la concentration de celui-ci tend a diminuer a chacune des etapes de
purification. H faut done faire attention de ne pas comparer aveuglement les rendements des
nombreuses extractions d'ADN rapportes dans les publications. Quant aux rendements des
protocoles experimentes dans ces travaux et qui sont expnmes en poids humide, ils s'averent tous
comparables aux valeurs rapportees par les auteurs respectifs des methodes proposees.
Apres la mise a 1'ecart des trois methodes qui offraient les plus faibles rendements, deux
protocoles demeuraient en lice. En effet, des cinq methodes experimentees, ce sont les
protocoles de Trevors et al. (1992) et de Tsai et Olson (1991) qui se sont averes susceptibles
d'offrir les meilleurs rendements. De ces deux techniques, c'est celle proposee par Tsai et Olson
(1991) qui representait 1'extraction d'ADN la plus efficace avec un rendement approximatif de
12 |^g d'ADN/g de sol et menant a des extraits qui contenaient des molecules d'ADN tres peu
fragmentees avec une taille d'environ 23 Kb. Ce protocole est probablement plus efficace que
celui de Trevors et al. (1992) a cause du traitement de congelation/decongelation qu'il comprend.
En effet, les deux protocoles proposent une lyse cellulaire semblable, constituee d'un traitement
au SDS combine a une digestion enzymatique, mais celui de Tsai et Olson (1991) contient, en
plus, une etape de congelation/decongelation. Par consequent, puisque ce traitement lytique
constitue 1'une des techniques les plus efficaces pour lyser des bacteries Gram positives (Bollet
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et al., 1991), son ajout a un protocole peut permettre d'augmenter Ie rendement de 1'extraction
d'ADN. II est done fort probable que ce traitement ait ete la cause du tres bon rendement
demontre par la methode de Tsai et Olson (1991). Cependant, meme si cette derniere
representait la technique d'extraction la plus efficace et qu'elle fut retenue pour les experiences
suivantes, Ie protocole propose par Ie groupe de Trevors et ai (1992) ne fut pas ecarte du reste
des travaux. Effectivement, malgre son rendement un peu plus faible et son degre de degradation
d'ADN plus eleve que ce qu'il a ete possible d'obtenir par suite des extractions d'ADN par la
methode directe de Tsai et Olson (1991), Ie protocole de Trevors et al. (1992) menait a des
resultats suffisamment interessants pour etre experimente davantage. D'ailleurs, en plus de
permettre 1'isolement de fragments plus grands que 9,4 Kb et de conduire a une recolte tres
respectable de 8 a 9 ^g d'ADN/g de sol, la methode de Trevors et al. (1992) a mene a 1'obtention
des extraits d'ADN les plus propres des cinq protocoles etudies. En effet, on a pu constater que
la couleur des extraits d'ADN recueillis a 1'aide de cette methode etait beaucoup plus pale que
celle observee sur les extraits obtenus des quatre autres techniques a 1'etude, ce qui confirme que
moins de contaminants ont ete coextraits avec 1'ADN. La concentration plus faible de
substances contaminantes que contenaient ces extraits d'ADN est certainement due a 1'ajout de
PVPP a la premiere mixture de cette procedure d'extraction. Effectivement, il a ete demontre
dans plusieurs etudes que cette substance adsorbante peut eliminer efficacement une large partie
des composes humiques et ainsi augmenter lapurete et la qualite des extraits d'ADN et ce, sans
diminuer Ie rendement en quantite d'ADN (Atlas et Bartha, 1993; Holben et al., 1988; Steffan
et al., 1988; Trevors et al., 1992; Zhou et al., 1996). La plus grande purete de 1'ADN isole par
Ie protocole de Trevors et al. (1988) est la principale raison pour laquelle cette methode
d'extraction d'ADN fut, elle aussi, retenue pour la continuite de ces travaux.
En resume, les methodes d'extraction d'ADN directes rapportees par Tsai et Olson (1991) et par
Trevors et al. (1992) sont les deux protocoles d'extraction qui ont ete determines pour isoler
1'ADN necessaire aux essais de PCR et a la mise au point de la technique de detection
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microbienne. La duree des isolements d'ADN microbien totalisait environ 5,5 heures, pour
1'extraction la plus rapide, soit celle basee sur la technique de Tsai et Olson (1991), et de 20,5
heures pour celle basee sur la technique de Trevors et al. (1992). II faut toutefois mentionner
qu'une incubation de 16 heures, pouvant etre realisee durant la nuit, augmente considerablement
Ie temps total necessaire a une extraction par Ie protocole de Trevors et al. (1992). Cependant,
dans un cas comme dans 1'autre, ce n'est qu'un maximum de 30 minutes qui fut requis pour la
totalite des manipulations necessaires a 1'extraction complete d'ADN des microorganismes du
sol. Les rendements offerts par les deux techniques selectionnees sont d'ailleurs comparables
aux meilleurs rendements pouvant etre cites dans les publications et ce, tant a ce qui a trait a la
taille des fragments d'ADN obtenus qu'a la quantite d'ADN recoltee. C'est pourquoi des extraits
d'ADN isoles grace a ces deux protocoles ont, apres avoir ete purifies, servi aux experiences de
PCR.
3.3.2 Les contaminants des extraits bruts d?ADN isoles des microorganismes du sol et
Panalyse des resultats obtenus des trois methodes utilisees pour leur purification
La «Polymerase Chain Reaction» a ete choisie comme 1'outil principal de la technique de
detection microbienne developpee dans ces travaux. Cependant, les prelevements d'ADN
microbien necessaires aux detections entrament une coextraction d'une forte concentration de
substances humiques provenant du sol. Les substances humiques, qui constituent moins de 10%
du poids total du sol (Atlas et Bartha, 1993), sont en effet les contaminants les plus representes
dans les extraits d'ADN des microorganismes du sol (Dijkmans et al., 1993; Higuchi, 1992;
Tebbe et Vahjen, 1993). Les acides humiques et les acides fulviques sont les deux categories de
polymeres irreguliers qui constituent majoritairement les substances humiques omnipresentes
dans Ie sol (Abbaszadegan etal., 1993; Atlas etBartha, 1993; Metting, 1993; Smith etal., 1993;
Thurman et aL, 1988). Ces composes non desires extraits avec PADN se revelent des
contaminants dont il faut se debarrasser pour etre en mesure d'effectuer des detections
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microbiennes a 1'aide de la methode preconisee dans ces travaux. En effet, les substances
humiques, meme presentes en quantite infime, peuvent causer des resultats faux-positifs et
inhiber 1'ADN polymerase Taq (Abbaszadegan et al., 1993; Higuchi, 1992; Muller-Wegener,
1988; Smalla et al., 1993; Steffan et al., 1988; Straub et ai, 1995; Tebbe et Vahjen, 1993; Tsai
etal., 1993; Tsai et Olson, 1992a, 1992b). Les effets nefastes majeurs causes par les substances
humiques sur 1'enzyme cle de la PCR sont surtout attribuables aux acides humiques qui peuvent
absorber 1'enzyme ou causer des interferences chimiques ou allosteriques avec son site actif
(Muller-Wegener, 1988). Les acides humiques peuvent aussi chelater et lier des cations
bivalents, tel Ie Ca2+ et Ie Mg , les empechant d'etre utilises comme cofacteurs par 1'ADN
polymerase Taq (Muller-Wegener, 1988; Tsai et Olson, 1992b). De plus, parallelement aux
substances humiques, plusieurs autres composes, dont des metaux lourds et des colloides, sont
coextraits lors des isolements de 1'ADN des microorganismes du sol et peuvent nuire aux
reactions de PCR (Abbaszadegan et al., 1993; DeLeon et al., 1991; Higuchi, 1992; Muller-
Wegener, 1988; Straub etal., 1995; Tsai etal., 1993). Les ions metalliques, qui representent des
agents inhibiteurs de 1'ADN polymerase Taq, peuvent, eux aussi, mener a des amplifications non
specifiques en reduisant la specificite des amorces lors des reactions de PCR (Saiki et al., 1988).
Puisque les nombreuses substances contaminantes presentes dans les extraits d'ADN sont
nuisibles aux detections microbiennes par PCR, un systeme pouvant les eliminer ou diminuer
efficacement leur concentration se devait d'etre elabore. Meme si les diminutions considerables
des concentrations de contaminants obtenues par de simples dilutions peuvent mener a des
resultats d'amplification interessants (Tsai et Olson, 1992a; Volossiouk et al., 1995), c'est
1' option d'une mise au point de techniques de purification completes qui a ete preconisee dans
ces travaux. Effectivement, il a ete demontre qu'avec une approche ne presentant que des
dilutions, la sensibilite de detection diminue a cause de la moins forte presence de sequences
d'ADN cibles dans Ie milieu que provoquent ces traitements (Tsai et Olson, 1992a, 1992b). Un
processus de punfication ne diminuant pas la sensibilite de la PCR a done ete elabore dans ces
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travaux.
De nombreuses techniques de purification sont proposees dans les publications, comme les
chromatographies sur colonnes d'hydroxyapatite ou les ultracentrifugations avec gradient de
densite sur chlorure de cesium (CsCl), mais la plupart d'entre elles sont complexes et de longue
duree. Ces techniques ne permettent egalement que la purification d'un petit nombre
d'echantillons a la fois et elles conduisent frequemment a d'importantes pertes d'ADN (Tebbe
et Vahjen, 1993). De plus, etant donne la difficulte d'elimination des substances humiques, des
concentrations notables de ces composes ont pu etre mesurees et ce, meme par suite de
purifications avec ces techniques complexes (Steffan etal., 1988). Pour ces motifs, Ie choix de
la methode de punfication udlisee dans ces travaux ne s'arreta pas sur des techniques de ce type.
En effet. Ie processus de purification recherche se devait d'etre simple, efficace et assez rapide,
de fa9on a pouvoir etre utilise sur une base routiniere. De plus, il devait permettre de purifier
une grande quantite d'echantillons en une courte periode de temps et ce, sans mener a une trop
grande perte d'ADN. C'est pourquoi la purification par chromatographie sur colonne de
Sephadex G-200 fut selectionnee pour etre Ie complement de la premiere etape de purification
classique par solvants. Cette chromatographie s'est d'ailleurs averee comme 1'une des plus
efficaces parmi les methodes de purification rapportees pour 1'elimination des substances
humiques et des autres contaminants contenus dans des extraits d'ADN isoles des
microorganismes du sol (Abbaszadegan et al., 1993; Degrange et Bardin, 1995; Straub et al.,
1995; Tsai et ai, 1993; Tsai et Olson, 1992b). Enfm, une methode de purification
supplementaire a ete experimentee, puisque d'une part la technique de detection microbienne
developpee dans ces travaux se devait d'etre efficace pour des sols amendes par des boues
residuaires, et d'autre part parce que les extraits d'ADN microbien provenant de ces sols
risquaient de contenir une quantite plus grande de metaux lourds et de d'autres contaminants a
cause de la tres forte concentration de ceux-ci dans les boues. En effet, la chromatographie sur
la resine echangeuse d'ions Chelex-100 fut determinee pour etre la troisieme etape de
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purification. Cette matrice fut choisie parce que, parmi les purifications rapportees dans les
publications, celles qui combinaient des resines Sephadex et Chelex-100 se revelaient toutes de
tres efflcaces methodes pour purifier des extraits d'ADN des microorganismes du sol en vue de
detections microbiennes par PCR (Abbaszadegan et al., 1993; Straub et al., 1994, 1995).
A la lumiere des observations faites a partir des extraits d'ADN ayant subi les purifications, 11
semble que celles-ci aient ete efficaces pour debarrasser les echantillons des substances pouvant
inhiber les reactions de PCR. En effet, on a pu remarquer, des la premiere etape de purification,
soit celle par solvants organiques (phenoVchlorofomie), une perte significative des contaminants
presents dans les extraits d'ADN. Cependant, il a ete possible de constater immediatement que
cette purification, qui etait surtout utile pour enlever les nombreuses proteines des echantillons,
ne pouvait rendre les extraits d'ADN suffisamment purs pour permettre des amplifications
fiables par PCR. Par contre, la purification par Sephadex G-200 a permis d'obtenir des extraits
d'ADN limpides en enlevant la totalite des substances de couleur qui etaient visibles avant la
filtration et ce, dans presque tous les extraits d'ADN obtenus par la methode de Tsai et Olson
(1991) ou par celle de Trevors et al. (1992). Effectivement, il n'y a que quelques extraits, qui
avaient tous ete obtenus grace a la methode proposee par Tsai et Olson (1991), qui arboraient une
legere teinte jaune pale apres leur filtration a travers Ie Sephadex G-200. H n'est toutefois pas
surprenant que les extraits d'ADN isoles par la technique de Trevors et ai (1992) n'aientjamais
eu cette legere teintejaune puisque ces extraits etaient deja beaucoup plus pales que les extraits
obtenus de tous les autres protocoles a 1'etude. C'est la deuxieme purification par
chromatographie, soit celle sur resine Chelex-100, qui a permis aux extraits qui n'etaient pas
encore, de devenir limpides. Quant a eux, les echantillons ayant ete filtres par Ie Chelex-100 qui
etaient deja tres clairs, ont sans doute ete purifies d'avantage mais sans que des differences
visibles aient ete denotees. De plus, suite a 1'analyse des extraits d'ADN purifies, aucune perte
notable d'ADN n'a pu etre detectee par comparaison entre 1'intensite des bandes d'ADN brut et
celles d'ADN purifie lors d'une electrophorese sur gel d'agarose (resultats non presentes). Par
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consequent, tous ces resultats semblent suggerer que 1'operation phenol/chloroforme suivi du
traitement Sephadex G-200/Chelex-lOO soit un processus de purification permettant de se
debarrasser efficacement des substances humiques et des autres contaminants pouvant inhiber
laPCR.
3.3.3 Les detections et les differenciations de microorganismes par la PCR
3.3.3.1 L'analyse de 1'efficacite des methodes de purification utilisees, la determination du
seuil minimal de detection et la validite de la technique de detection microbienne
developpee
Les resultats obtenus permettent tout d'abord d'affirmer que les purifications
chromatographiques effectuees sur les extraits d'ADN ont permis d'amplifier efficacement
1'ADN cible des cellules d'£. coli qui avaient ete inoculees dans les sols. Dans toutes les
amplifications par PCR, la specificite des detections de cellules d'£'. coli realisees a 1'aide des
amorces UAL-754 et UAR-900 fut prouvee par 1'absence d'une amplification generee par la
solution qui servait de temoin negatif. On peut done confirmer que 1'autoclavage effectue sur
les sols a tue les cellules et degrade suffisamment leur ADN pour qu'il ne puisse etre detecte par
la methode experimentee dans ces travaux et que, par consequent, les amplifications de ces
experiences ont de fait ete realisees a partir d'ADN provenant des cellules cibles inoculees dans
les sols apres qu'ils aient ete autoclaves. La sensibilite de detection microbienne dans Ie sol
n'ayant pas regu de boues residuaires, fut done determinee comme etant de 500 cellules par
gramme de sol. H a effectivement ete possible de detecter d'une fa9on efficace et routiniere la
presence d'£'. coli dans Ie sol lorsque cette bacterie etait en concentration superieure ou egale a
500 cellules/g de sol. La limite de detection de ces travaux est satisfaisante, car elle parait
comparable ou avantageuse par rapport aux sensibilites de detection obtenues de methodes
semblables effectuees par d'autres auteurs. Par exemple, on rapporte que Degrange et Bardin
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(1995) ont pu detecter 100 cellules de Nitrobacter/g de sol sec, que Tsai et Olson (1992a) ont
obtenu une sensibilite de 500 E. colilg de sol, que Picard et al. (1992) pouvaient detecter la
presence d'Agrobacterium tumefaciens lorsque sa concentration etait de 10000 cellules/g de sol
et que Ie seuil minimal de detection obtenu par Smalla et al. (1993) etait de 1000 Pseudomonas
fluorescens/g de sol. H y a toutefois quelques publications qui citent de meilleures sensibilites,
comme celle de Tsai et Olson (1992b), qui rapporte un seuil minimal de detection de 70 E. coli/g,
de sol. Cependant, quoiqu'elles puissent representer une bonne base de comparaison, les
sensibilites de detection retrouvees dans les publications doivent faire 1'objet d'une attention
particuliere parce que la reelle efficacite des detections peut differer d'une etude a 1'autre.
Effectivement, pour determiner Ie vrai potentiel d'une detection microbienne, il faut identifier
Ie nombre de copies de la sequence ciblee contenues dans les cellules dont on veut verifier la
presence. Si on regarde 1'etude rapportant un seuil minimal de detection de 70 E. colilg de sol
(Tsai et Olson, 1992b), les amorces selectionnees codaient pour Ie fragment d'un gene d'ARN
ribosomal 16S pouvant etre retrouve en sept copies dans une seule cellule d' Escherichia coli
(Tsai et Olson, 1992a, 1992b). Par consequent, c'est 490 copies de la sequence cible, soit 70
cellules contenant 7 copies chacune, qui devaient etre presentes dans un gramme de sol pour
qu'une amplification positive puisse etre detectee dans les experiences menees par Tsai et Olson
(1992b). Cette efficacite de detection est done comparable a celle dont nos travaux font etat,
puisque les sequences ciblees par les amorces utilisees ici n'etaient presentes qu'en une seule
copie dans chaque cellule d'E. coli (Bej et al., 1991a; Jefferson et al., 1986). Par ailleurs, dans
nos travaux, si 1'on considere que les 10 j^l de la solution d'ADN utilisee pour la reaction de PCR
n'etaient en realite qu'une fraction correspondante a 1/100 de 1'extrait contenant 1'ADN des 500
cellules cibles, cette methode a permis la detection de cinq sequences cibles d'ADN, ce qui
representait cinq cellules dfE. coli. De plus, lorsque 1'on compare les differents resultats publies,
dont les quatre cites ci-haut, en fonction de Fefficacite d'amplification rapportee sur Ie nombre
de copies de la sequence cible en presence, la sensibilite obtenue dans ces travaux-ci se classent
parmi les meilleures.
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Parmi les resultats recoltes, on peut noter est que Ie seuil minimal de detection, de 500 cellules
d'Z?. colil g de sol non amende par des boues, a ete obtenu aussi bien par les extraits d'ADN ayant
sub! une puriflcation complete que par ceux n'ayant pas ete purifies par la resine de Chelex-100.
Ce resultat suggere que la purification sur Chelex-100 serait superflue pour des detections
microbiennes dans des sols n'ayant pas re^u de boues residuaires. En effet, ce traitement de
puriflcation supplementaire n'a pas permis d'ameliorer la sensibilite de la technique de detection
pour des sols non amendes par des boues. Cette remarque semble en accord avec les experiences
precedentes de detections microbiennes utilisant Ie Sephadex G-200 (Degrange et Bardin, 1995;
Tsai etal., 1993; Tsai et Olson, 1992b). Effectivement, aucune d'entre elles n'a necessite une
purification supplementaire a celle realisee sur la resine de Sephadex G-200 lorsque des
detections de microorganismes dans un sol sans traitement particulier devaient etre effectuees.
Par consequent, une puriflcation par phenoVchloroforme suivie d'une filtration sur une colonne
contenant une resine de type Sephadex G-200 s'avere un traitement suffisant pour permettre une
detection microbienne fiable et sensible, et ce, a partir d'un extrait d'ADN isole par les
protocoles de Trevors et al. (1992) ou de Tsai et Olson (1991). En effet, quelle que soit la
technique choisie parmi les deux methodes d'extraction d'ADN selectionnees, la limite minimale
de detection bacterienne etait la meme. Cependant, etant donne que Ie protocole de Trevors et
al. (1992) semblait, de par sa couleur, procurer des extraits d'ADN contenant moins de
substances humiques, il fut utilise pour Ie reste des travaux. II est toutefois bon de mentionner
qu'aucun resultat ne permet de conclure que la technique proposee par Tsai et Olson (1991)
menerait a des extraits procurant une efficacite de detection moindre que ceux obtenus par la
methode de Trevors et al. (1992). De plus. Ie protocole de Tsai et Olson (1991) serait celui a
conseiller dans Ie cas d'une etude qui devrait s'effectuer Ie plus rapidement possible puisqu'il
est, de loin, Ie plus rapide des deux.
En analysant les detections bacteriennes realisees dans les sols ayant subi des deversements de
boues residuaires, on se rend compte qu'elles different quelque peu de celles qui ont ete
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effectuees sur des sols qui n'en avaient pas re9u. En effet, il a ete possible de constater que plus
la quantite de boues ajoutee sur Ie sol etait importante, moins la detection etait sensible. Done,
mise a part Ie sol ayant re^u une quantite de boues equivalente a 25% de la dose maximale
permise, qui permettait des amplifications aussi efficaces que celles des sols n'ayant pas subi de
deversement, soit de 500 cellules d'£. colilg de sol, les seuils minimaux de detection dans les
sols amendes etaient considerablement plus eleves apres 1'ajout de boues. De cette fagon, la
limite de detection est passee a 1000 cellules d'£. coli/g de sol pour les detections realisees sur
des extraits d'ADN provenant du sol qui avait re^u la dose de boues maximale permise, et a
10000 cellules d'E. coli/g, de sol pour celles ayant ete effectuees sur de 1'ADN qui etait isole du
sol amende avec une quantite de boues representant 120% de la dose maximale permise. Par
consequent, la purification supplementaire sur Chelex-100 etait, dans ces cas, tres justifiee.
Celle-ci a effectivement permis aux detections de bacteries effectuees dans des sols qui avaient
regu des boues residuaires, d'etre beaucoup plus sensibles et meme d'atteindre, excepte pour les
detections effectuees dans les sols qui out re9u plus de boues que la limite legale, 500 cellules
d'E. colil g de sol comme limite de detection. Le traitement des extraits par Ie Chelex-100 a done
permis a la technique developpee dans ces travaux d'etre comparable avec les meilleures
techniques de detection de microorganismes dans Ie sol, dont quelques-unes ont ete citees ci-
haut. Par ailleurs, la necessite d'utiliser la purification supplementaire sur Chelex-100, pour des
extraits d'ADN provenant de sols amendes par des boues, n'est pas etrangere aux etudes
semblables precedemment rapportees. Ainsi, les etudes menees par Straub et al. (1994,1995)
ont toutes eu recours a ce type de resine echangeuse d'ion pour completer 1'elimination des
acides humiques et, surtout, des metaux lourds toujours presents dans les extraits d'ADN. De
cette fa9on, Us ont pu augmenter considerablement la sensibilite de leur technique de detection
microbienne pour des sols amendes par des boues d'usine d'epuration des eaux. Done, a la
lumiere des resultats obtenus, meme si Ie seuil minimal de detection semblait deja etre a son
meilleur dans Ie cas des detections realisees sur de 1'ADN provenant des microorganismes du sol
amendes avec 25% de la charge maximum de boues, on peut suggerer la purification de tous les
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extraits d'ADN par phenol/chloroforme, Sephadex G-200 et Chelex-100 lorsque ceux-ci
proviennent de sols amendes avec des boues residuaires et qu'ils sont destines a une detection
microbienne. De plus, il est possible de presumer, etant donne 1'efficacite demontree par les
purifications utilisees dans cette etude, que les methodes faisant partie de ces travaux seraient
toutes aussi efficaces pour des detections microbiennes portant sur d'autres sols, amendes ou non
par des boues residuaires de differentes provenances.
Les resultats discutes ci-haut ont confirme que la methode de detection microbienne developpee
dans ces travaux est tres efficace. U serait toutefois interessant d'effectuer d'autres detections
bacteriennes dans des sols ayant sub! des inoculations variables de 250 a 500 cellules d'£. coli/g
de sol. Par cette procedure, on pourrait verifier si Ie seuil minimal de detection ne se situerait pas
plutot sous la barre des 500 sequences d'ADN cibles/g de sol. Neanmoins, meme si tel n'est pas
Ie cas, la sensibilite de detection obtenue dans ces travaux est deja tres satisfaisante. Parmi les
tributaires de cette reussite, on peut mentionner les modifications apportees au cycle de PCR
utilise pour les amplifications. En effet, ces conditions de PCR, qui avaient ete originellement
proposees par Bej et al. (199 la), furent legerement changees pour tenter de diminuer Ie seuil de
detection minimal de la technique. Les deux changements importants qui ont probablement servi
la cause en question, sont Paugmentation du nombre de cycles repetitifs de 25 a 40, de fa^on a
rendre les faibles quantites d'ADN cible amplifiables en concentration suffisante pour qu'elles
soient visibles apres une migration sur gel, ainsi que 1'ajout d'une etape d'incubation de 20
minutes a 72 °C, celle-ci etant utile pour completer 1'extension des brins d'ADN amplifies.
Cependant, en fonction de I'utilisation que 1'on veut en faire, il serait toujours possible
d'experimenter quelques modifications a la technique pour verifier si la sensibilite de celle-ci
peut etre amelioree. Parmi ces modifications, mentionnons 1'ajout de cycles d'amplification
supplementaires ainsi que la combinaison de deux series de reactions de PCR completes.
Neanmoins, ces operations representent de plus grands risques d'engendrer des amplifications
non speciflques lors des detections microbiennes (Smalla et ai, 1993). L'utilisation d'amorces
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homologues a une sequence presente en plusieurs copies dans les cellules cibles est une des
avenues interessantes qui pourraient etre experimentees puisque, comme rapporte par Tebbe et
Vahjen (1993), Ie plus grand nombre de sequences cibles dans chaque cellule permet d'ameliorer
la sensibilite d'une detection microbienne. De plus, 1'ajout de la proteine 32 du gene T4 dans
la solution de PCR constitue une autre option pour abaisser davantage la limite de detection de
la methode. En effet, Tebbe et Vahjen (1993) ont demontre qu'avec cette proteine, qui stabilise
1'ADN simple-brin pendant la fixation des amorces sur celui-ci, il etait possible d'augmenter
considerablement la sensibilite d'une detection microbienne par PCR. Pour permettre que Ie
seuil minimal de detection de la methode developpee ici soit encore plus bas, 1'essai de plusieurs
ADN Polymerase Taq devrait etre effectue, de fa^on a determiner laquelle est la plus efficace et
la plus resistante aux acides humiques. D a ete rapporte que les enzymes servant a la PCR offerts
par differents fabricants peuvent etre plus ou moins resistants aux acides humiques par un facteur
allantjusqu'a huit fois (Tebbe et Vahjen, 1993). Finalement, la sensibilite de detection peut
egalement etre amelioree en changeant la technique utilisee pour visualiser les resultats
d'amplification, en 1'occurrence ici, 1'electrophorese sur gel d'agarose. En effet, on pourrait
verifier les resultats en analysant les produits de la PCR par des methodes plus sensibles, comme
des hybridations moleculaires de type «Southern Blot», qui peuvent permettre de detecter des
signaux plus faibles et ainsi augmenter Ie pouvoir d'une methode de detection (Smalla et al.,
1993; Tsai et al., 1993). Cependant, ces manipulations representent un travail plus fastidieux et
plus couteux.
En resume, meme s'il y aura toujours place a amelioration, on peut affirmer que la methode mise
au point dans ces travaux constitue un appareil de detection microbienne simple, rapide,
reproductible et sensible.
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3.3.3.2 La verification de la presence possible de coliformes dans les sols amendes par des
boues residuaires
La presence de bacteries enteriques (coliformes) dans les boues residuaires represente 1'une des
inquietudes majeures quant a leur valorisation sur des terres agncoles ou sylvicoles (Duff et al.,
1995; Ibiebele et ai, 1985; Ibiebele et Inyang, 1986; Itoyama et al., 1990; Straub et al., 1993).
En effet, malgre les differents traitements operes sur les boues, les coliformes restent parmi les
organismes pathogenes les plus recenses dans celles-ci a cause de 1'origine fecale d'une grande
partie des intrants (Payment, 1993; Straub et ai, 1993). Par consequent, si on considere que,
selon les normes en vigueur au Quebec (MENVIQ, 1991b), des quantites de boues superieures
a 6500 Kg/hectare peu vent etre valorisees sur des sols, une grande quantite de coliformes peut
etre introduite dans 1'environnement par une valorisation de ce residu. Une telle contamination
peut done, a court terme, representer un risque pour la sante des humains et des animaux qui
cotoient ou visitent les sites d'epandage. De plus, a moyen et a long terme, cette contamination
bacterienne introduite par les boues dans les terres amendees, peut se repandre a une vitesse aussi
rapide qu'un metre par jour (Bouwer et al., 1974), dans Ie sol en surface ainsi qu'en profondeur
et meme etre transportee, via 1'irrigation, jusqu'a la nappe phreatique (Bouwer et al., 1974;
Craun , 1984; Vasseur et al., 1996). La presente etude visait done a venfier, de facon
preliminaire et generale, si les sols ayant subi un epandage de boues contenaient toujours une
concentration notable de coliformes six mois apres 1'amendement. Pour ce faire, des detections
bacteriennes par PCR ont ete effectuees sur des echantillons de sols qui avaient regu differentes
doses de boues d'epuration. Ce type de methode de detection specifique et sensible, qui s'est
deja montree tres efficace pour ce genre d'etude (Bej et al., 1990, 199 la; Josephson et al., 1991;
Mahbubani et al., 1990a; Pillai et al., 1991; Tsai et al., 1993), a ete choisie pour sa simplicite et
parce que les pathogenes faisant 1'objet de la detection peuvent etre viables dans Ie sol, mais non
cultivables en laboratoire. De plus, certains d'entre eux pourraient mourir entre Ie temps
d'echantillonnage et Ie temps d'enumeration (Roszak et Colwell, 1987). C'est pourquoi la PCR
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fut determinee comme 1'outil principal pour les detections de cette etude. U est a noter que les
reactions furent realisees sur des extraits d'ADN des microorganismes du sol obtenus par Ie
protocole de Trevors et al. (1992) et purifies par Ie processus de purification complet developpe
dans cette etude. De plus, 11 faut mentionner que pour ces experimentations, les echantillons de
sol furent recoltes immediatement avant les extractions d'ADN, puisqu'il a ete demontre qu'une
conservation a 4°C pouvait faire baisser severement la population de bacteries vivantes du sol
et ce, meme lorsque la conservation est de courte duree (Josephson et ai, 1993).
Les resultats obtenus au moyen des detections par PCR confirment la presence de coliformes
dans les sols amendes avec une quantite de boues plus grande ou equivalente a la dose maximale
permise (MENVIQ, 1991b) et ce, six mois apres que les sols en question aient regu les boues
residuaires. En effet, en considerant Ie seuil minimal de detection de la technique lorsque les
amorces UAL-754 et UAR-900 sont utilisees, il est possible de deduire qu'il y avait une
concentration minimale de 500 sequences d'ADN cibles/g de sol dans chaque terreau ou des
detections bacteriennes positives furent constatees. Toutefois, il est bon de mentionner qu'une
partie du signal positif peut avoir ete provoque par une amplification d'ADN cible qui etait
contenu dans des cellules mortes ou qui se retrouvait sous forme libre dans Ie sol. En effet,
quoique 1'ADN libere dans Ie sol est habituellement degrade rapidement, il a ete rapporte que des
fragments de genomes relaches dans Ie sol apres la mart de leurs cellules hotes pouvaient etre
proteges contre une degradation rapide lorsqu'ils se liaient a des particules de sable, d'argile ou
a des colloi'des (Khanna et Stotzky, 1990; Lorentz et Wackernagel, 1987; Ogram et al., 1987;
Paget et al., 1992). Cependant, comme 500 copies d'ADN cibles devaient etre presentes dans
un gramme de sol pour que la methode udlisee puisse signaler une detection positive, on peut
avancer que meme si certaines sequences d'ADN cibles etaient situees sur des fragments
genomiques libres dans Ie sol, plusieurs autres devaient surement provenir de cellules vivantes.
Par consequent, on peut se permettre d'affirmer que les signaux positifs de detection constates
dans ces travaux indiquaient bien que des cellules cibles vivantes etaient presentes dans les sols
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en question. Cependant, meme si cette deduction paraTt logique et fort probable, 11 est vrai que
la distinction entre les cellules viables et non viables represente toujours une des principales
lacunes des detections regulieres realisees a 1'aide de la PCR. Toutefois, de plus en plus de
techniques basees sur la PCR permettent d'effectuer des detections specifiques de cellules
vivantes (Bej et al., 1991b; Mahbubani et al., 1991). La plupart des techniques de detections
offrant cette possibilite utilisent des amorces specifiques a un ARNm des cellules faisant 1'objet
des detections. Le principe soutenant cette approche est que la majorite des ARNs messagers
microbiens ont des demi-vies tres courtes, soit de 1'ordre de deux minutes ou moins (Belasco et
Higgins, 1988; Josephson et al., 1993), ce qui signifie qu'un signal positif de detection indique
que I'echantillon etudie contenait des cellules viables quelques instants avant 1'extraction d'ADN
(Bej etal., 1991b; Josephson etal., 1993). Par consequent, Futilisation de telles amorces dans
la methode de detection developpee dans ces travaux serait une option interessante a considerer.
Par contre, cela represente un choix difficile puisque, apres une telle modification, on peut
s'attendre a obtenir des detections moins efficaces, car ce sont des sensibilites plus faibles, de
1'ordre de 1000 cellules/g de sol, qui furent obtenues lorsque des amorces specifiques a une
sequence d'ARNm etaient employees (Mahbubani et al., 1990b). Get inconvenient est
probablement provoque par la faible efficacite d'extraction et de preservation de 1'ARNm (Bej
etal.,1991b).
Une autre des limitations propres a la methode de detection utilisee dans cette etude est que les
resultats obtenus par celle-ci sont qualitatifs ou, au mieux, semi-quantitatifs. En effet, grace aux
resultats obtenus a 1'aide de la technique preconisee dans ces travaux, il est impossible de
determiner Ie nombre exact de cellules cibles detectees dans Ie sol. Toutefois, la technique
selectionnee pour realiser les detections etait tout de meme tres adequate en egard aux objectifs
poursuivis par cette etude preliminaire. En effet, cette technique permettait d'effectuer des
detections bacteriennes fiables ainsi qu'une evaluation des concentrations de coliformes presents
dans les sols a 1'etude. C'est pourquoi des techniques de quantification, comme 1'evaluation du
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nombre de cellules cibles a 1'aide de standards prealablement prepares (Degrange et Bardin,
1995; Picard et ai, 1992) ou 1'enumeration bacterienne basee sur des methodes competitives
(Gilliland et al., 1990a; Lee et ai, 1996; Zachar (?^ al., 1993), auraient etc superflues dans cette
etude et ne furent pas considerees pour faire partie du protocole experimental de ces travaux.
Ainsi, comme mentionne ci-haut, il a ete possible d'effectuer une approximation du nombre de
coliformes presents dans les sols par suite des detections bacteriennes par PCR. Ceci a pu etre
realise de deux fa^ons differentes et complementaires. La premiere, qui permet d'evaluer
1' importance relative du nombre de coliformes que contenaient les sols amendes et dans lesquels
des detections positives ont ete constatees, consiste en une comparaison entre les resultats de
PCR ayant subi 1'electrophorese sur Ie gel d'agarose. En effet, plus il y a de sequences d'ADN
cibles dans Ie milieu reactionnel, plus la concentration des produits amplifies est considerable
et, par consequent, plus la bande d'ADN visualisee sur Ie gel est importante. Ainsi, apres la
comparaison des bandes obtenues dans Ie cas des deux detections bacteriennes positives, on peut
conclure qu'apres six mois, la concentration de coliformes etait plus grande dans Ie sol qui avait
regu une quantite de boues representant 120% de la dose maximale permise (MENVIQ, 1991b)
que dans Ie sol qui avait subi un amendement equivalent a la limite maximale de valorisation
legale. Cette observation ne va pas a 1'encontre de nos attentes, puisqu'il apparait nonnal qu'un
sol ayant requ 20% plus de boues qu'un autre, done 20% plus de coliformes, contienne une
population de bacteries enteriques plus grande que celle du sol ayant subi un amendement moins
considerable.
La connaissance de la sensibilite de la methode de detection utilisee lorsque les oligonucleotides
UAL-754 et UAR-900 servent d'amorces, est Ie deuxieme outil pouvant nous permettre d'avoir
une idee approximative du nombre de coliformes presents dans les sols de 1'etude. En effet, en
sachant que Ie plus faible taux de cellules cibles qui permettait une detection bacterienne etait
de 500/g de sol, on est assure que les extraits ayant mene a 1'obtention d'un signal positif
contenait une quantite superieure ou equivalente a cette concentration minimale. Cependant,
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dans cette etude, lorsqu'un signal positif n'a pu etre visualise suite a une detection par PCR,
comme ce fut Ie cas pour la detection realisee sur 1'extrait d'ADN provenant du sol n'ayant ete
amende que par une quantite de boues representant 25% de la dose maximale permise
(MENVIQ, 199 Ib), on ne peut affirmer qu'aucun coliforme n'etait present dans 1'echantillon de
sol en question. La seule conclusion que 1'on peut tirer d'un tel resultat est qu'il y avait moins
de 500 cellules cibles dans chacun des grammes de ce terreau. De plus, comme les amorces
utilisees ne permettaient 1'amplification specifique que des cellules d'£. coli et de celles de
certaines especes appartenant au genre Shigella (Bej etal., 1991a), il est possible que d'autres
bacteries enteriques, faisant partie d'especes mains frequemment retrouvees dans les boues
qu'£. coli, aient etc presentes dans les sols amendes, sans que nous puissions les detecter. ]1 y
a done une legere probabilite qu'une faible concentration de bacteries fecales ait ete presente
dans Ie sol qui a re9U la dose de boues equivalent a 25% de la dose de valorisation maximale
(MENVIQ, 1991b) et ce, meme si aucun signal de detection positif n'a pu etre visualise.
Cependant, 11 est impossible qu'une importante concentration de coliformes ait ete presente dans
ce sol parce que E. coli est un des coliformes les plus representes dans les boues residuaires
(MENVIQ, 1991b; Duff et al., 1995) et que la technique de PCR utilisee pouvait les detecter
efficacement. Par ailleurs, puisque des bacteries enteriques appartenant a d'autres especes ne
pouvaient etre detectees par la paire de sondes moleculaires utilisee dans ces travaux et que, a
elles seules, les cellules d'£. coli et de Shigella sp. etaient presentes en quantite superieure ou
egale a 500/g de sol, on peut conclure qu'apres six mois, la concentration des coliformes totaux
dans les sols qui avaient re^u une quantite de boues equivalente a la dose maximale permise
(MENVIQ, 1991b) pouvait etre considerablement superieure a 500 bacteries/g de sol. De plus,
lorsque 1'on considere 1'importance des bandes d'amplification en presence, on constate que
cette concentration semble augmenter de fagon proportionnelle avec la dose de boues ajoutee sur
Ie sol. Cette constatation, quoique inquietante, est conforme a celle de quelques etudes
semblables. En effet, Burge et Marsh (1978) rapportent que des coliformes et des streptocoques
fecaux etaient toujours presents dans un sol amende par des boues residuaires apres 77 jours,
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alors que Vasseur et al. (1996) citent que, apres une application de boues sur des sols selon les
normes en vigueur au Quebec (MENVIQ, 1991b), des coliformes etaient toujours fortement
presents, avec une concentration superieure a 10000 ufc/g de sol dans certains des sols etudies
et ce, meme apres une periode de postvalorisation de deux ans.
A la lumiere des resultats de cette etude, on peut constater que meme si les normes Quebecoises
(MENVIQ, 1991b) concemant la valorisation des boues sont respectees, la fertilisation agricole
ou sylvicole avec ce residu peut representer des risques inherents a la contamination des sols et
a la sante humaine. Par consequent, 1'interdiction d'acces au sites amendes pour une periode
d'un an, qui est presentement suggeree (MENVIQ, 1991b), devrait rester en vigueur. De plus,
une verification pour s'assurer de 1'absence de pathogenes dans les sols devrait etre effectuee
avant de rendre Ie site accessible a nouveau. Finalement, etant donne la situation inquietante
rapportee par cette etude preliminaire, de plus amples etudes concernant les valorisations de
boues residuaires devraient etre entreprises et ce, avec une gamme de doses de boues valorisees
plus complete ainsi qu'une periode de suivi plus longue. Ces etudes ulterieures devraient
toutefois etre effectuees en milieux naturels, car ceux-ci comportent de nombreux facteurs ay ant
demontre leur influence sur Ie comportement et la survie des coliformes dans les sols hotes. De
ces variables, les principales a considerer sont: Ie type de boues valorisees et sa composition, la
saison pendant laquelle les amendements sont apportes, la temperature et les conditions
climatiques, Ie degre d'humidite et Ie pH du sol, la matiere organique et les nutnments contenus
dans Ie sol, Ie relief du terrain ainsi que la communaute microbienne et la composition du sol
ayant ete amende (Burge et Marsh, 1978; Ibiebele et al., 1985; Itoyama et al., 1990; McBride,
1995; MENVIQ, 1991a, 1991b; Pan- et al., 1993; Straub et al., 1993; Vasseur et al., 1996).
3.3.3.3 Les detections et la differenciation de certaines bacteries du genre Streptomyces
Les bacteries du genre Streptomyces, qui constituent une des subdivisions taxonomiques des
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actinomycetes, sont des microorganismes filamenteux a Gram positif presents en abondance dans
Ie sol. Parmi ceux-ci, certains representent des agents phytopathogenes importants. La gale
commune de la pomme de terre, qui peut engendrer de considerables pertes economiques dans
1'est du Canada (Lawrence, 1964), represente 1'une de ces pathologies qui sont causees par des
especes de Streptomyces. Toutefois, meme si il a ete confirme que Streptomyces est implique
dans la propagation et Ie developpement de cette maladie de la pomme de terre, il y a toujours
une confusion en ce qui a trait a 1'identite des souches bacteriennes qui representent la totalite
des agents causals de cette infection. Effectivement, il fut demontre de differentes fa^ons que
de nombreux organismes du genre Streptomyces impliques dans la progression de la gale
commune de la pomme de terre montraient toutes sortes de differences maj cures avec les
caracteristiques de 5'. acidiscabies et de >S'. scabies, cette derniere etant 1'espece predominante
associee a cette maladie (Archuleta et Easton, 1981; Doering-Saad et al., 1992; Faucher et al.,
1992; Goyer et al., 1996; Lambert et Loria, 1989a, 1989b). De plus, des etudes rapportent que
certaines souches de S. scabies ont des genomes tres differents entre elles, ce qui suggere qu'au
mains deux groupes de souches bacteriennes genetiquement distincts seraient inclus dans
1'espece S. scabies (Goyer et al. , 1996; Healy et Lambert, 1991; Paradis et al., 1994). D'autres
souches de Streptomyces pouvant causer la gale commune de la pomme de terre n'appartiennent
pas aux especes S. scabies et S. acidiscabies (Goyer et al., 1996; Faucher et al., 1995). Parmi
ces autres souches bacteriennes, on retrouve au Quebec les souches de S. caviscabies (Goyer et
al., 1996).
Les principaux objectifs vises par cette partie des travaux etaient de trouver un moyen
complementaire pour permettre de confirmer que les souches de 5'. scabies et de S. caviscabies
sont reellement differentes les unes des autres et, si possible, de determiner une technique simple
et rapide pour pouvoir les distinguer de £09011 efficace. Pour ce faire, la PCR, une technique de
plus en plus utilisee comme outil taxonomique pour differencier les souches parentes de
bacteries du sol (DeBruijn, 1992; Judd et ai, 1993; Louws etal., 1994; Simonet etal., 1991),
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fut la methode utilisee. II s'agissait done de selectionner des amorces qui permettraient d'obtenir
des patrons cTamplification specifiques et differents pour les microorganismes a differencier.
Les amorces choisies pour les experiences de PCR sont la paire MSTM-1L/MSTM-2C, qui a ete
creee dans ces travaux, et la paire pA/pI-T proposee par Edwards et al. (1989). C'est grace a ces
deux paires d'amorces que les essais de detection dans Ie sol et de differenciation de souches de
S. scabies et de S. caviscabies furent effectues.
Les experiences de PCR realisees avec les amorces pA et pIT sur la totalite des souches de
Streptomyces etudiees ont permis de constater que les patrons d'amplification ainsi obtenus
etaient tous identiques ou ne comportaient que quelques legeres differences entre eux. Par
ailleurs, il faut mentionner que parmi les quelques differences mineures observees, rares sont
celles qui etaient visualisees entre une souche de S. caviscabies et une souche de S. scabies. De
plus, les bandes faiblement amplifiees qui representaient une difference dans quelques-unes des
migrations sur gel d'agarose n'etaient pas assez importantes pour constituer un element distinctif
pouvant servir a affirmer que certains patrons d'amplification etaient differents. Ces
constatations permettent de deduire que les amorces rapportees par Edwards et al. (1989),
catalysant 1'amplification specifique d'une sequence d'ADNr 16S, generent un produit de PCR
quasi identique pour toutes les souches de S. caviscabies et S. scabies etudiees. Les patrons
d'amplification resultant de ces souches sont aussi pratiquement les memes que ceux obtenus
dans des travaux realises par Mehling et al. (1995) sur une trentaine d'especes de Streptomyces.
De plus, la bande d'environ 1,5 Kb qui constitue Ie fragment principal de ces amplifications a
egalement ete obtenue par Bmce et al. (1992) lorsque la meme paire d'amorces fut utilisee dans
des experiences de PCR sur de 1'ADN d'£. coli. Par consequent, une difference fiable par PCR
entre les especes S. caviscabies et 5'. scabies ou entre differentes souches appartenant a 1'une ou
1'autre des especes etudiees semble impossible en utilisant les amorces pA et pH^. Cependant,
elles pourraient tout de meme etre d'une grande utilite car, une fois sequence, Ie fragment
amplifie par ces amorces pourrait conduire, comme ce fut Ie cas dans les travaux de Mehling et
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al. (1995), a la confection de plusieurs sondes pouvant detecter specifiquement des especes de
bacteries, dont celles du genre Streptomyces. Sinon, une des seules fa9ons pouvant peut-etre
permettre de reussir des differenciations adequates entre les deux especes de Streptomyces
etudiees grace aux amorces pA/pH\ serait d'effectuer, sur Ie fragment principal obtenu de la
PCR, differentes digestions a 1'aide d'enzymes de restriction.
Les essais de PCR realises sur les 13 souches de Streptomyces etudiees a 1'aide des amorces
MSTM-1L et MSTM-2C ont, quant a eux, mene a des produits d'amplification dont certains
differaient entre eux. fl faut toutefois prendre note qu'aucune des differences observees prenait
place entre les patrons d'amplification generes a partir des six souches de S. caviscabies,
puisqu'ils etaient tous identiques. La constatation fut cependant tout autre en ce qui a trait aux
patrons d'amplification des souches de S. scabies. En effet, non seulement ceux-ci ne
ressemblaient en rien aux patrons des souches de S. caviscabies, mais ils differaient aussi les uns
des autres, ce qui indique que les souches de S. scabies forment un groupe plus heterogene que
S. caviscabies. De plus, les amplifications par PCR ont permis de polymeriser quatre fragments
d'ADN majoritaires lorsque les experiences etaient effectuees sur 1'ADN des souches de
S. caviscabies alors que, lorsqu'elles furent realisees sur celui des souches de S. scabies, on ne
pouvait en visualiser qu'un ou deux. Ceci permet de deduire que les sequences genetiques
homologues aux amorces MSTM seraient mains representees dans Ie genome de 5'. scabies que
dans celui de 5'. caviscabies. Ces quelques constatations concemant les patrons d'amplification
demontrent done, d'une £09011 evidente, que les souches appelees 5'. caviscabies forment un
groupe taxonomique qui semble homogene et genetiquement different de 1'espece S. scabies.
Ces travaux permettent alors de soutenir les conclusions apportees par Healy et Lambert (1991),
qui avaient rapporte que plusieurs souches classees dans 1'espece S. scabies montraient beaucoup
plus de diversite genetique que les especes conventionnelles, ainsi que par les travaux de Faucher
et al. (1995), dans lesquels il est demontre que des Streptomyces pathogenes, presentes dans les
lesions profondes de pomme de terre atteintes de la gale commune, formaient un groupe
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homogene different de S. scabies et de S. acidiscabies. Les resultats de cette recherche
permettent aussi d'appuyer les travaux de Paradis et al. (1994) et de Goyer et al. (1996) qui,
grace aplusieurs types d'experimentations, dont des hybridations ADN-ADN, ont certifie tour
a tour que la population de S. scabies est composee de trois differents groupes de
micro organismes et que pour ces bacteries, une nouvelle subdivision taxonomique, appelee
S. caviscabies, devait etre adoptee. Par ailleurs, Ie protocole de cette recherche permet, grace a
la PCR, de distinguer les souches des deux especes de fagon efficace et plus rapide que par
hybridation ADN-ADN. Effectivement, meme si les amplifications peuvent quelques fois mener
a des resultats legerement differents de ceux obtenus de f 0900 routiniere, les patrons
d'amplification des souches de S. caviscabies restent tout de meme toujours identiques entre eux
et clairement differents de ceux des souches de S. scabies. Done, grace a la paire d'amorces
MSTM, la technique de PCR utilisee peut constituer un excellent outil, base directement sur Ie
genome, pour differencier de fa9on fiable, simple, rapide et reproducdble les souches appartenant
a S. scabies de celles appartenant a S. caviscabies. De plus, les amorces MSTM-1L et MSTM-
2C pourraient probablement permettre de distinguer les souches de Streptomyces etudiees des
autres especes bacteriennes. Cependant, pour en verifier la faisabilite, chaque etude comprenant
d'autres souches bacteriennes que celles ayant fait partie de ces travaux devrait etre experimentee
de fagon unique et independante, car il est possible que les patrons d'amplification generes a
partir d'ADN genomique provenant de d'autres bacteries puissent ressembler a ceux qui ont ete
obtenus lorsque les reactions de PCR etaient realisees sur 1'ADN de S. caviscabies et de
S. s cables.
La troisieme partie de cette section comprenait des experiences visant la detection de
Streptomyces dans des echantillons d'ADN extrait des microorganismes du sol. Ces essais se
sont malheureusement averes beaucoup moins prometteurs que ceux qui portaient sur la
differenciation des souches de S. scabies et de S. caviscabies, puisque les deux paires d'amorces
experimentees n'ontpas presente des resultats confirmant qu'elles pourraient etre utiles dans des
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detections de bacteries du genre Streptomyces. Effectivement, si on considere les detections
bacteriennes realisees avec les sondes pA et pW, on peut facilement en deduire que la
confirmation de la presence de cellules cibles dans 1'extrait d'ADN microbien n'etait pas
speciflque a des bacteries du genre Streptomyces. B est en effet assure que cette paire d'amorce
a amplifie 1'ADN de plusieurs especes de bacteries, puisque ces oligonucleotides etaient
homologues a une sequence d'ADNr 16S fortement conservee chez les eubacteries (Bruce et al.,
1992; Edwards et al., 1989; Mehling et ai, 1995). De plus, Bruce et al. (1992) ont demontre
qu'un signal de detection positif identique a celui visualise dans ces travaux, soit un fragment
d'environ 1,5 Kb, pouvait etre obtenu au moyen d' amplifications par PCR realisees a 1'aide des
amorces pA et pIT sur de 1'ADN d'£. coli ou sur de 1'ADN extrait des microorganismes
provenant de sols, de sables et de sediments. Par consequent, meme si ces amorces peuvent
realiser des amplifications a partir de 1'ADN extrait des microorganismes de sol, elles ne
representent pas des sondes suffisamment specifiques pour permettre 1'amplification selective
de bacteries du genre Streptomyces. Pour ce qui est de la plus grande quantite de fragments
synthetisee par la PCR, lorsque 1'ADN etait extrait par Ie protocole de Tsai et Olson (1991)par
rapport a la quantite d'ADN generee a partir de la methode de Trevors et al. (1992), on peut
presumer que cette difference etait imputable aux rendements respectifs de ces deux techniques
d'extraction d'ADN. En effet, etant donne que les memes quantites de la solution d'ADN furent
utilisees pour les reactions de PCR et comme Ie protocole de Tsai et Olson (1991) a permis de
recolter une plus grande quantite d'ADN microbien que celui de Trevors et al. (1992), on peut
deduire qu'il devait y avoir plus de sequences d'ADN cibles dans 1'echantillon d'ADN obtenu
par la methode Tsai et Olson (1991) et que, par consequent, c'est ce qui expliquerait la difference
entre la quantite de materiel amplifie a partir de 1'ADN obtenu des deux extraits.
En ce qui conceme les resultats des detections realisees dans Ie sol grace aux amorces MSTM-1L
et MSTM-2C, Us ont permis de constater que celles-ci, tout comme les sondes pA et pFT, n'ont
pas mene a des patrons d'amplification clairs et distincts. En effet, les produits de PCR obtenus
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lors de ces experimentations, visualises sous forme d'une tramee («smear») sur gel d'agarose,
ne ressemblaient en rien a ceux obtenus lorsque la paire d'amorces MSTM fut utilisee pour
I'amplification de 1'ADN genomique des souches de S. scabies et de 5. caviscabies. L'obtention
de ces trainees, formees d'une multitude de fragments de differentes longueurs, est probablement
due a la presence de d'autres sequences d'ADN homologues aux amorces MSTM dans les
extraits d'ADN du sol. Ces sequences supplementaires, qui devaient etre presentes en une
quantite ne permettant pas la polymerisation et 1'emergence de fragments dominants, provenaient
sans doute du materiel genetique de d'autres especes du genre Streptomyces ou de celui d'autres
especes microbiennes. En effet, etant donne que la sequence des amorces a ete determinee a
partir de deux regions conservees de genes codant 1'a-amylase produit par les bacteries du genre
Streptomyces et que cette sequence peut etre tres semblable a celles codant pour 1'a-amylase
produit par de nombreux autres organismes (Long et al., 1987; Nakajima et al., 1986; Vigal et
al., 1991), il est fort possible que des sequences cibles amplifiees par Ie protocole de PCR utilise
provenaient de 1'ADN de d'autres microorganismes presents dans 1'echantillon de sol. Par
consequent, on doit se rendre a 1'evidence que les amorces MSTM-1L et MSTM-2C ne sont pas
suffisamment speciflques pour effectuer, a 1'aide de la PCR, une detection fiable et adequate de
bacteries du genre Streptomyces dans des echantillons contenant plusieurs microorganismes
differents, comme ceux provenant du sol ou de d'autres milieux environnementaux.
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CONCLUSION
Les objectifs poursuivis dans ce travail etaient d'evaluer les impacts d'une fertilisation avec des
boues residuaires sur la microflore des sols, de mettre au point une technique de detection de
microorganismes presents dans des echantillons de sol et de developper une technique de
differenciation de certaines especes de Streptomyces. Cette etude, faisant partie d'un sous-projet
du projet multidisciplinaire STOPER, fut subdivisee en trois volets.
Le premier volet, qui constituait une etude visant a verifier si des epandages de boues pouvaient
engendrer une variation du nombre de bacteries du sol, a mene a la conclusion que, lorsque des
valorisations de boues equivalentes a la dose de fertilisation maximale ont ete effectuees, cela
entramait une augmentation considerable du nombre de bacteries du sol. De plus, dans ces cas,
un delai superieur a six mois etait requis pour que la concentration des bacteries du sol revienne
au meme taux qu'un sol qui n'avail pas re^u de boues. Une suggestion pouvant etre emise suite
a cette etude est d'entreprendre d'autres travaux qui impliqueraient plusieurs des facteurs ignores
ici, afm mesurer plus precisement les impacts d'un amendement sur Ie nombre et la diversite des
microorganismes d'un sol. De cette £09011, il serait plus facile de determiner s'il y a vraiment un
danger pour la microflore des sols et pour 1'ensemble de 1'ecosysteme.
Le deuxieme volet, qui visait a determiner si des epandages de boues provoquaient une
augmentation des populations bacteriennes resistantes aux metaux lourds, a permis de constater
que les fertilisations a 1'etude n'ont provoque aucune augmentation des populations bacteriennes
du sol resistantes au cadmium, au cobalt, au cuivre, au molybdene, au nickel, au selenium et au
zinc. On peut done affirmer que des fertilisations, de la meme importance que celles de cette
etude, semblent representer une option securitaire au point de vue de 1'augmentation de la charge
de metaux lourds ajoutee aux sols. Toutefois, aucune conclusion ne peut porter sur les normes
de valorisation du MENVIQ, puisque les fertilisations etudiees dans ces travaux ne
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representaient pas les limites permises concernant la quantite de boues epandue et la
concentration de metaux lourds presents dans les boues. Par consequent, meme si la situation
est encourageante, elle meriterait d'etre etudiee davantage en tenant compte des variables propres
a un milieu naturel. Ainsi, plusieurs questions restant sans reponse seraient resolues et les
conditions de valorisations de boues securitaires se preciseraient davantage.
Les experimentations du troisieme volet, qui avait trois sous-objectifs, ont tout d'abord mene au
developpement d'une technique de detection microbienne pour des echantillons de sols fertilises
ou non par avec boues residuaires. Cette methode de detection combine une extraction et une
purification de 1'ADN des microorganismes du sol, suivies par une detection des sequences
d'ADN specifiques de 1'echantillon a 1'aide d'une amplification par PCR. Pour la premiere etape
de 1'appareil de detection, qui est 1'extraction de 1'ADN des microorganismes du sol, deux
protocoles ont ete retenus parmi les cinq a 1'etude. B s'agit du protocole de Trevors et al. (1992),
qui semble permettre de recolter les solutions d'ADN contenant Ie moins de contaminants, et
celui de Tsai et Olson (1991), qui est 1'extraction qui menait a la recolte d'ADN la plus
importante. Ces deux protocoles ont mene a une efficacite ainsi qu'a une sensibilite de detection
microbienne identique. Une fois les extraits bruts d'ADN purifies par phenol/chloroforme et
Sephadex G-200, pour ceux qui provenaient d'un sol non amende par des boues, ou par
phenol/chloroforme, Sephadex G-200 et Chelex-100, pour les extraits provenant de sols ayant
re9U des boues residuaires, Us etaient suffisamment debarrasses des substances humiques et des
autres contaminants pouvant inhiber la PCR pour permettre des detections microbiennes
efficaces. En effet, par suite de ces purifications, les essais de PCR realises avec les amorces
UAL-754 et UAR-900 out demontre qu'il etait possible de detecter, d'une fagon routiniere, une
concentration de 500 sequences d'ADN cibles par gramme de sol. Ces donnees permettent done
de conclure que la combinaison des procedures d'extraction, de purification et d'amplification
par PCR qui a ete mise au point dans ces travaux, constitue un appareil simple, rapide,
reproductible et sensible pour detecter des microorganismes dans des sols qui ont ete amendes
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ou non avec des boues d'epuration. Par consequent, ce precede, qui permet 1'analyse de
plusieurs echantillons a la fois, peut representer un outil de choix pour tout genre de suivi
microbien dans des echantillons environnementaux. C'est d'ailleurs la raison pour laquelle il fut
utilise pour 1'etude constituant Ie deuxieme sous-objectif de ce volet, qui portait sur la
verification de la presence possible de coliformes dans les sols amendes par des boues. Cette
etude a permis de constater que des coliformes etaient toujours presents, en concentration
superieure a 500 cellules/gramme de sol, dans les terreaux ayant re9u la quantite de boues
maximale permise et ce, meme six mois apres que les amendements aient ete effectues. On peut
done conclure que, meme si les normes quebecoises concernant la valorisation des bones sont
respectees, une fertilisation avec ce type de residu peut representer des risques pour la
contamination des sols et pour la sante humaine. Par consequent, des etudes plus exhaustives
devrait vraiment etre entreprises en milieux naturels pour s'assurer que les valorisations de ces
residus puissent etre realisees de la fagon la plus securitaire possible. D'ici a ce que ces
conditions soient determinees, la prudence s'impose et 1'interdiction d'acces aux sites valorises
devrait etre maintenuejusqu'a ce qu'une verification confirme 1'absence de pathogenes dans les
sols fertilises. Finalement, la derniere partie du troisieme volet visait la differenciation des
souches de S. scabies et de S. caviscabies ainsi que la detection dans Ie sol de ces organismes
phytopathogenes. Ces travaux ont confirme que les membres de S. caviscabies ferment un
groupe taxonomique homogene et genetiquement different de 1'espece S. scabies. Cette demiere
ne s'est toutefois pas revelee une espece homogene. De plus, meme si les amorces pA et pHT,
se sont montrees inadequates pour cette tache, la PCR ainsi que les sondes MSTM-1L et MSTM-
2C constituent un outil taxonomique simple, rapide et efficace pour distinguer les souches de
S. scabies et de S. caviscabies. Cependant, les deux paires d'amorces experimentees ne sont pas
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BULLETINS D'ANALYSE DES BOUES RESIDUAIRES
Tableau A-I. Normes recommandees et obligatoires etablies par Ie MENVIQ concernant
Ie contenu des boues residuaires municipales.
Tableau A-H. Bulletin d'analyse des boues residuaires de la municipalite de Lac Megantic
utilisees pour la fertilisation du site amende en 1989.
Tableau A-m. Bulletin d'analyse des boues residuaires de la municipalite de Lac Megandc
utilisees pour la fertilisation du site amende en 1990.
Tableau A-TV. Bulletin d'analyse des boues residuaires de la municipalite de Lac Megantic
utilisees pour la fertilisation du site amende en 1991.
Tableau A-V. Bulletin d'analyse des boues residuaires de la municipalite de Lac Megantic
utilisees pour la fertilisation du site amende en 1992.
Tableau A-VI. Bulletin d'analyse des boues residuaires de la municipalite de Lac Megantic
utilisees pour les amendements en laboratoire en 1995.
Tableau A-VH. Bulletin d'analyse des boues residuaires de la municipalite de Princeville
utilisees pour la fertilisation des sites amendes en 1993.
Tableau A-Vffl. Bulletin d'analyse des boues residuaires de la municipalite de Princeville
utilisees pour la fertilisation du site amende en 1994.
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Tableau A-I. Normes recommandees et obligatoires etablies par Ie MENVIQ concernant
Ie contenu des boues residuaires municipales.




































































Source: Guide des bonnes pratiques de valorisation agricole des boues de stations d'epuration des eaux usees
municipales du MENVIQ (1991b).
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Tableau A-II. Bulletin d'analyse des boues residuaires de la municipalite de Lac
Megantic utilisees pour la fertilisation du site amende en 1989.







Azote (N) total: 85438
Azote ammoniacal: 14090
Nitrites + Nitrates: 403










































Analyses effectives par Ie MAPAQ de Rimouski (Quebec, Canada) et de Rock Forest (Quebec, Canada) ainsi que
par Ie laboratoire d'environnement SM de Sherbrooke (Quebec, Canada).
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Tableau A-III. Bulletin cP analyse des boues residuaires de la municipalite de Lac
Megantic utilisees pour la fertilisation du site amende en 1990.







Azote (N) total: 87563
Azote ammoniacal: 3268
Nitrites + Nitrates: 65









































Analyses effectuees par Ie MENVIQ (Quebec, Canada).
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Tableau A-IV. Bulletin cT analyse des boues residuaires de la municipalite de Lac
Megantic utilisees pour la fertilisation du site amende en 1991.







Azote (N) total: 65650
Azote ammoniacal: 3310
Nitrites + Nitrates: 50


























Analyses effectuees par Ie laboratoire Genie sanitaire de FUniversite de Sherbrooke (Quebec, Canada).
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Tableau A-V. Bulletin (Tanalyse des boues residuaires de la municipalite de Lac
Megantic utilisees pour la fertilisation du site amende en 1992.







Azote (N) total: 65000
Azote ammoniacal: 3100
Nitrites + Nitrates: 50


























Analyses effectuees par Ie laboratoire Genie sanitaire de 1'Universitd de Sherbrooke (Quebec, Canada).
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Tableau A-VI. Bulletin d'analyse des boues residuaires de la municipalite de Lac
Megantic utilisees pour les amendements en laboratoire en 1995.







Azote (N) total: 59500
Azote ammoniacal: 3900
Nitrites + Nitrates: 22



























Analyses effectuees par Ie laboratoire Crealab Inc. de Sherbrooke (Quebec, Canada).
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Tableau A-VII. Bulletin cPanalyse des boues residuaires de la municipalite de Princeville
utilisees pour la fertilisation des sites amendes en 1993.







Azote (N) total: 32500
Azote ammoniacal: 5800
Nitrites + Nitrates: < 10




















Mercure (Hg): < 0,02
Molybdene (Mo): < 2,0
Nickel (Ni): < 10,0
Plomb(Pb): < 20,0
Selenium (Se): < 2,50
Zinc (Zn): 430
Analyses effectuees par les Groupes Proserco Inc. et Novalab Ltee. de Montreal (Quebec, Canada).
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Tableau A-VIII. Bulletin (T analyse des boues residuaires de la municipalite de
Princeville utilisees pour la fertilisation du site amende en 1994.







Azote (N) total: 24800
Azote ammoniacal: 2300
Nitrites + Nitrates: < 10





















Molybdene (Mo): < 20,0
Nickel (Ni): < 10,0
Plomb (Pb): < 20,0
Selenium (Se): 1,3
Zinc (Zn): 460
Analyses effectuees par les Groupes Proserco Inc. et Novalab Ltee. de Montreal (Quebec, Canada).
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ANNEXE B
BULLETINS D?ANALYSE DE LA TENEUR DES SOLS EN
CERTAINS METAUX LOURDS DISPONIBLES
Tableau B-I. Teneurs moyennes en metaux lourds disponibles dans Ie sol pour les sites de la
region de la municipalite de Lac Megantic.
Tableau B-EL Teneurs moyennes en metaux lourds disponibles dans Ie sol pour les sites de la
region de la municipalite de Princeville.
134
Tableau B-I. Teneurs moyennes en metaux lourds disponibles dans Ie sol pour les sites de











1989 0,00 0,00 0,04
Cadmium
(Cd*) 1990+91 0,07 0,05 0,11
1992 0,02 0,03 0,05
1989 0,10 0,05 0,06
Cuivre
(Cu*) 1990+91 0,00 0,00 0,13
1992 0,17 0,09 0,12
1989 0,00 0,00 0,00
Plomb
(Pb) 1990+91 0,58 0,12 0,33
1992 0,60 0,29 0,36
1989 0,35 0,34 0,52
Zinc
(Zn*) 1990+91 0,19 0,15 0,59













Analyses effectuees par Ie laboratoire du Dr Claude Camire au centre de recherche en biologie
forestiere, Faculte de foresterie et de geodesie, Universite Laval, Ste-Foy, Quebec, Canada.
Source: Lefebvre, 1996.
* Ces trois metaux lourds faisaient partie de 1'etude de verification de 1'augmentation possible
des populations bacteriennes resistantes aux m^taux lourds dans les sols ayant ete fertilis^s
avec des boues r6siduaires.
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Tableau B-II. Teneurs moyennes en metaux lourds disponibles dans Ie sol pour les sites



























































Analyses effectuees par Ie laboratoire du Dr Claude Camire au centre de recherche en biologie
forestiere, Faculte de foresterie et de geodesie, Universite Laval, Ste-Foy, Quebec, Canada.
Source: Lefebvre, 1996.
* Ces trois metaux lourds faisaient partie de 1'etude de verification de 1'augmentation possible
des populations bacteriennes resistantes aux metaux lourds dans les sols ayant ete fertilises
avec des boues residuaires.
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